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Resumen 
Entre los microorganismos controladores, diferentes especies de levaduras filosféricas han sido 
identificadas como potenciales antagonistas de hongos fitopatógenos en productos 
poscosecha. Sus capacidades para crecer rápidamente y competir por espacio y nutrientes, 
producir compuestos volátiles, enzimas degradadoras de pared celular, toxinas y sideróforos e 
inducir la resistencia del hospedero, demuestran su potencial para ser explotadas como agentes 
de biocontrol. En este estudio, 25 aislamientos de levaduras pertenecientes al cepario de 
microorganismos del Laboratorio de Microbiología Agrícola del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Nacional de Colombia, fueron seleccionados por su capacidad de antagonizar al 
patógeno de rosas Botrytis cinerea. Las evaluaciones in vitro y con inoculación artificial sobre 
pétalos de rosa de una variedad susceptible a B. cinerea (Rosa spp. variedad vendela) 
confirmaron su potencial biocontrolador. En rosas de corte variedad vendela, las antagonistas 
identificadas molecularmente en este estudio como Rhodotorula sp. LvGr1, Candida hawaiiana 
LvGr26 y LvGr2, Cryptococcus magnus LvGr10 y Cryptococcus sp. LvGr3 fueron los 
microorganismos más efectivos contra B. cinerea reduciendo la incidencia de la enfermedad en 
el rango de 35.8 (LvGr1) a 47.2 % (LvGr3) comparados con el 67.47 % del fungicida Progro®. 
De otro lado, las 25 levaduras presentaron capacidad de producir compuestos volátiles y doce 
de ellas produjeron proteasas en las condiciones evaluadas. De todos los aislamientos, diez de 
los más potenciales antagonistas fueron seleccionados y caracterizados como productores de 
quitinasas en medio sólido y asimismo, se determinó que los cultivos filtrados de la mayoría de 
estos aislamientos suprimieron la germinación de conidias de B. cinerea en medio de cultivo 
líquido después de  16 y 24 horas de incubación. También se encontró que estas diez levaduras 
seleccionadas podrían ser utilizadas en estrategias de manejo integrado de plagas con 
fungicidas de uso comercial en el cultivo de rosas ya que la mayoría fue compatible con el 
fungicida Switch® y otras con Áltima® aunque con el químico Progro®, ninguna fue compatible al 
término de las 66 horas de evaluación. Estos resultados demuestran que las levaduras bajo 
estudio pueden ser una alternativa en el manejo del moho gris causado por B. cinerea en 
cultivos de rosas. 
   
Palabras clave: levadura, Botrytis cinerea, rosas, biocontrol, mecanismos de acción 
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Abstract 
Among the biocontrol microorganisms, several species of phyllospheric yeasts have been 
identified as potential antagonists of phytopathogenic fungi on postharvest products. Their ability 
to multiply rapidily and to compete for space and nutrients, to produce volatile compounds, cell 
wall-degrading enzymes, toxins and siderophores and to induce host resistance, demonstrate 
the potential to exploit as biocontrol agents. In this study, 25 isolates of yeasts from the microbial 
collection of the Microbiología Agrícola group of the Instituto de Biotecnología of Universidad 
Nacional de Colombia, were selected by their ability to antagonize the phytopathogen Botrytis 
cinerea the causative agent of grey mold in roses. Evaluations in vitro and artificially inoculated 
petals of rose from a variety susceptible to B. cinerea (Rosa spp. var. vendela) confirmed their 
potential for biological control. In cut roses var. vendela, the antagonists identified by molecular 
methods in this study as Rhodotorula sp. LvGr1, Candida hawaiiana LvGr26 and LvGr2, 
Cryptococcus magnus LvGr10 and Cryptococcus sp. LvGr3, were the most effective 
microorganisms against B. cinerea reducing disease incidence from 35.8 (LvGr1) to 47.2 % 
(LvGr3) compared with 67.47 % for fungicide Progro®. On the other hand, the 25 yeasts showed 
ability to produce volatile compounds and twelve of them produced proteases under testing 
conditions. Of all isolates, ten of the potential antagonists were selected and characterized as 
producers of chitinases in solid media and also, It was found that the culture filtrates in most of 
these isolates, suppressed spore germination of B. cinerea in liquid media after 16 and 24 hours 
of incubation. Moreover It was also found that these ten selected yeasts, It could be used in 
strategies of integrated pest management with fungicides for commercial use in the cultivation of 
roses because most of them were compatible with the fungicide Switch® and other ones with 
Altima®, although none of them were compatible with the chemical fungicide Progro® at the end 
of 66 hours in the test. These results demonstrated that yeasts under study may be an 
alternative for the treatment of gray mold caused by B. cinerea in rose cultivations.    
 
Key words: yeast, Botrytis cinerea, roses, biological control, mechanisms of action 
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Introducción 
Colombia es el segundo exportador de flores en el mundo, participa con el 15 % por valor 
exportado después de Holanda siguiéndole Ecuador (6 %) y Kenia (4 %). El 20 % restante de 
las exportaciones, está dividido entre los demás países participantes del mercado que 
individualmente no alcanzan cifras superiores al 3.1 % del total exportado (Danies, 2005). 
 
La floricultura es la segunda actividad agrícola económicamente más importante en Colombia 
después del café (durante el 2006 por ejemplo, las exportaciones de flores alcanzaron los US$ 
967 millones y durante el 2008 los US$ 1094 millones) y exporta el 95% del total producido 
(7800 ha aproximadas de producción para exportación). Las flores representan el 75 % de la 
carga aérea que exporta el país donde se generan gastos que aproximan los US$ 350 millones 
en fletes y, tiene ingresos asociados a este cultivo que representan el 6.6 % del PIB 
Agropecuario nacional y el 40 % del PIB Agropecuario de la Ciudad Región de Bogotá- 
Cundinamarca (Asocolflores, 2008; Asocolflores, 2009; Finagro, 2011). Además, este sector 
floricultor, ha llegado a generar alrededor de 182.174 empleos (98.641 directos/ 83.533 
indirectos) de los cuales el 60 % de la fuerza laboral ha estado compuesta por mujeres 
(Asocolflores, 2008).  
 
Conociendo la importancia del sector floricultor en la economía colombiana y los requerimientos 
de los productores de alternativas para el manejo de las enfermedades que inciden durante las 
etapas de pre y poscosecha y que generan pérdidas y sobrecostos en la producción cada año 
(Alfonso et al., 2008), es que se hace necesario continuar con un proceso investigativo que 
busque mejorar a futuro la calidad de estos cultivos para permitirle al sector,  seguir compitiendo 
en el mercado externo y minimizar los efectos de su producción sobre el medio ambiente 
(Fedecolflorex, 2008). 
 
Específicamente en el cultivo de rosas (uno de los cultivos de tipo exportación más 
comercializados en Colombia junto a los claveles) de la sabana de Bogotá, centro de ubicación 
del sector floricultor colombiano, algunos de los principales agentes fitopatógenos causantes de 
enfermedad reportados han sido Sphaerotheca pannosa, Peronospora sparsa y Botrytis sp. 
(DANE, 2010).   
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De los patógenos anteriormente mencionados, Botrytis cinerea [teleomorfo: Botryotinia 
fuckeliana (de Bary) Whetzel], es uno de los más importantes agentes fitopatógenos causales 
de las pérdidas pre y poscosecha de rosas producidas en invernadero y a cielo abierto en todo 
el mundo, causando la enfermedad más conocida como el  moho gris (Tatagiba, 1998). En los 
pétalos de rosas, aparecen manchas como quemaduras, lo cual genera que los pétalos se 
tornen de color marrón y se marchiten una vez se ha extendido  la lesión hasta la generación de 
micelio del hongo, el cual forma una nube gris, conduciendo eventualmente a la pudrición de la 
flor y su pérdidas como producto comercial (Elad et al., 2007).  
 
El control químico del moho gris está fundamentalmente dirigido hacia las etapas de antes y 
después de la cosecha y, aunque sigue siendo la principal forma de reducir su incidencia, ha 
limitado la eficacia en el control de la enfermedad ya que se ha generado una alta frecuencia de 
resistencia por parte de las poblaciones de B. cinerea a varias familias de botrycidas que 
incluyen, los benzimidazoles, los fenilcarbamatos y las dicarboximidas (Leroux, 2007; Elad and 
Stewart, 2007; Nobre et al., 2006). 
  
Debido al persistente problema de incidencia del moho gris en los cultivos de flores y a la 
apreciación pública negativa respecto al uso de fungicidas químicos por los riesgos 
toxicológicos que sus residuos pueden ocasionar sobre la salud humana y el ambiente (Yong, 
2004), es que hoy día se buscan otras estrategias para la producción de flores sanas que 
cubran la demanda de adquisición, ahora no solo influenciada por la forma, color o aroma de las 
flores sino también, por cómo éstas deberían ser cultivadas con el menor uso de agentes 
químicos de protección, fertilizantes químicos y energía (Agrios, 2005; IBCE, 2011).  
 
Por lo anterior, como una estrategia ambiental para producir flores dentro del concepto de 
desarrollo sostenible, mantener una proyección de largo plazo y mejorar la competitividad del 
sector floricultor, Colombia cuenta con el sistema de certificación Florverde® (SCFv). Este sello 
es equivalente a GLOBALG.A.P desde 2008 (un organismo privado que mediante sus normas 
certifica productos agropecuarios en todas partes del mundo) y, pretende mejorar los procesos 
de producción, poscosecha y generar un valor agregado en la diferenciación de los mercados 
internacionales minimizando el impacto ambiental y reducir el uso de insumos químicos 
(Asocolflores, 2008; Florverde, 2009; Globalgap, 2011). 
 
Estrategias alternativas haciendo uso de biocontroladores tales como Trichoderma harzianum 
(Elad et al., 1993), Gliocladium roseum (Sutton et al., 1997; Morandi et al., 2000), Candida 
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oleophila (Lima et al., 1997; Saligkarias et al., 2002), Metschnikowia fructicola (Karabulut et al., 
2004), Pichia guilliermondii (Zhang et al., 2011) o Bacillus subtilis (Wang et al., 2009) han sido 
ampliamente estudiadas al demostrarse que estos microorganismos, son capaces de inhibir la 
enfermedad causada por Botrytis cinerea. Pero, aunque algunos de estos agentes 
desarrollados posteriormente en productos comerciales han tenido un éxito logrado tanto en 
invernadero como en poscosecha, éstos aun siguen siendo menos significativos 
comercialmente comparados con las medidas químicas (Elad and Stewart, 2007; Williamson et 
al., 2007).  
 
En consecuencia de todo lo anterior, se resalta la necesidad de continuar hacia el desarrollo de 
productos alternativos promisorios con agentes de biocontrol microbiano (BCA, por sus siglas 
en inglés). Estos microorganismos, además de ser considerados compatibles con el medio 
ambiente y capaces de actuar mediante mecanismos de acción generalmente complejos, 
reducen el riesgo de resistencia del patógeno y pueden complementar la utilización de 
tratamientos químicos y culturales convencionales para dar un control más sostenible de la 
enfermedad en cosecha y poscosecha (Elad and Stewart, 2007). Además, contribuyen en la 
disminución del uso excesivo y continuo de fungicidas químicos cuyos residuos degradan el 
suelo al ser depositados o retenidos en él.  
 
Las levaduras como microorganismos capaces de habitar las superficies foliares o el filoplano, 
han demostrado ser eficaces agentes de biocontrol debido a que generalmente no producen 
esporas alérgicas o micotoxinas, tienen requerimientos nutricionales simples y son capaces de 
colonizar superficies secas durante largos períodos de tiempo. Además, resisten a muchos 
plaguicidas utilizados en la etapa de poscosecha y pueden crecer rápidamente en 
fermentadores con sustratos de bajo costo por lo que son fáciles de producir en grandes 
cantidades (Citado por Chanchaichaovivat et al., 2008).  
 
En adición, a las levaduras se les ha identificado como mecanismos de acción controladora, la 
capacidad para competir por espacio y nutrientes al crecer rápidamente sobre las superficies de 
flores, hojas y frutos, la habilidad de producir enzimas degradadoras de pared tales como las β-
1,3-glucanasas, quitinasas y proteasas, la capacidad de producir metabolitos antifúngicos 
difusibles y volátiles, inducir la resistencia del huésped así como también, ejercer 
micoparasitismo (Zhang et al., 2008; Rosa et al., 2010). El conocimiento de estos mecanismos, 
trae como ventaja potenciar su actividad antagonista (Zhang et al., 2011) en la búsqueda de 
cepas promisorias para el desarrollo algún producto biológico en función de mejorar la calidad y 
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producción del cultivo de rosas. El reto entonces, es entender cómo es el comportamiento 
de las levaduras en las zonas agrícolas, descubrir cómo estos microorganismos pueden 
ayudar en el proceso de producción y cómo contribuirían al equilibrio del ecosistema con 
la disminución en el uso de fungicidas químicos (Rosa-Magri et al., 2011). 
 
Basados en los resultados de Cotes et al. (2008) y Medina et al. (2009) donde se reportó el 
potencial biocontrolador de levaduras aisladas de la filósfera de mora (Rubus glaucus Benth) 
contra el fitopatógeno de rosas Botrytis cinerea y haciendo uso de estos aislamientos 
pertenecientes al grupo de investigación del Laboratorio de Microbiología Agrícola – IBUN, el 
presente estudio se desarrolló con la finalidad de realizar la caracterización e identificación 
molecular de las levaduras más promisorias contra B. cinerea, evaluar sobre la flor completa de 
rosa variedad vendela tipo exportación (de un cultivo de la Sabana de Bogotá, Cundinamarca)  
el control de B. cinerea mediante las levaduras seleccionadas y, caracterizar fenotípicamente 
los aislamientos de levaduras previamente seleccionados en función de algunos de sus 
mecanismos de acción controladora y compatibilidad con distintos fungicidas.  
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1. Marco Teórico 
 
1.1 CONTEXTO GENERAL DEL SECTOR FLORICULTOR COLOMBIANO  
 
En general, los seis mayores importadores de flores del mundo son Alemania, Estados Unidos 
(EE.UU), Reino Unido, Francia, Holanda y Japón, los cuales responden por el 80 % de las 
importaciones mundiales de flores cortadas sin importar el país de origen del producto (Danies, 
2005). Para el 2009 Holanda, Alemania, Reino Unido y Francia participaron con el 27, 25, 22 y 
12 %, respectivamente de las importaciones de flores dentro del continente europeo. En 
América, para ese mismo año, Estados Unidos (EE.UU) representó alrededor de US$ 960 
millones de las importaciones de flores (90 %) considerándolo el principal importador por 
encima de Canadá y Chile que solamente alcanzaron una participación mundial del 2 y 0.1 %, 
respectivamente (IBCE, 2011).  
 
Colombia por su parte, es el segundo exportador de flores en el mundo (Danies, 2005). En el 
año 2009 por ejemplo, exportó cerca de US$ 1049 millones (205460 t) teniendo como sus 
productos principales, las rosas (33 %), claveles (18 %), crisantemos (9 %) y otras flores y 
capullos frescos (40 %) mientras que Holanda, quien continúa siendo el principal país 
exportador de flores a nivel mundial, exportó para ese mismo año, cerca de US$ 3620 millones 
(IBCE, 2011).  
 
El consumo de flores y follajes en el mundo se encuentra ligado a dos variables. La primera, 
involucra la población de cada país y la otra, al consumo per cápita de cada uno de ellos. En el 
mercado de las flores las rosas, claveles y crisantemos participan en cerca del 50% de las 
negociaciones en el mercado mundial y las preferencias de sus especies varían de acuerdo con 
su mercado de destino. Por ejemplo, en el Reino Unido los claveles son más populares que las 
rosas mientras que en Suiza, el clavel se importa muy poco. En el caso de las rosas, las 
mayores importaciones pertenecen a los mercados de Estados Unidos y la Unión Europea, lo 
cual ha llevado a un aumento de la superficie mundial destinada al cultivo de esta especie 
(Castellanos et al., 2009). 
 
El sector floricultor en Colombia surgió orientado hacia el mercado externo, la exportación de 
flores frescas cortadas es el destino principal de la producción y el incremento de su actividad 
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exportadora tanto en las áreas productivas como en su capacidad para satisfacer el mercado, 
han logrado posicionarlo como uno de los más importantes exportadores a nivel mundial.  
 
Colombia posee una ubicación geográfica ventajosa para la exportación hacia varios destinos, 
clima y pisos térmicos adecuados para la producción, mano de obra relativamente barata en 
relación a otros países productores y bajos costos de transporte y almacenamiento por cercanía 
a los puertos de embarque. Además, ha contado con la preferencia arancelaria de ingreso al 
mercado de los EE.UU otorgadas por el sistema ATPDEA (Por sus siglas en inglés o, Ley 
Andina de Preferencias Arancelarias y Erradicación de la Droga) lo cual le ha permitido, 
participar hasta con el 95 % de la oferta total de flores de EE.UU y el 50% en la de rosas en ese 
mismo mercado (Quirós, 2001; Tenjo et al., 2006; Asocolflores, 2008).  
 
Colombia es el principal proveedor de flores para EE.UU por encima de Ecuador y Holanda, sus 
principales competidores en este sector (Figura 1). De tal manera, de los US$ 767.7 millones 
que consumió ese mercado por concepto de flores en el 2009, más de US$ 506 millones 
correspondieron a compras a productores colombianos (ICA, 2010).  
 
 
Figura 1. Participación del mercado de flores en EE.UU. Fuente: Asocolflores (Reporte del Instituto 
Colombiano Agropecuario- ICA, 2010).  
 
En la Figura 2 se muestra la expansión de las exportaciones colombianas de flores hacia 
EE.UU y su importante participación en este mercado. Para el 2007, las exportaciones hacia 
EE.UU ascendieron a US$ 915 millones con un crecimiento del 16.2 % entre los años 2006 y 
2007, al pasar de US$ 787 millones a US$915 millones (Castellanos et al., 2009) 
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Figura 2. Exportaciones colombianas de flores de corte y follajes hacia Estados Unidos de América y el 
mundo. Fuente: Castellanos et al., 2009.  
 
Entre los seis departamentos que representan la mayor área de producción de flores inscrita a 
nivel colombiano se destacan Cundinamarca (70.5 %) y Antioquia (18.5 %) (Tabla 1). En 
Cundinamarca, la mayor área está destinada a la siembra de rosas y en menores proporciones 
los claveles, crisantemos, pompones y helechos. En Antioquia por otro lado, se registran en 
mayoría, grandes extensiones para los cultivos de crisantemos y pompones (DANE, 2011). 
 
Tabla 1. Departamentos de mayor influencia en el área sembrada en flores en 2009. 
ICA (2009) % 
Área en flores 
reportada (ha) 
Nacional 100 7849 
Cundinamarca 70.5 5532 
Antioquia 18.5 1450,9 
Valle 5.3 417,1 
Risaralda 2.4 192 
Caldas 1.4 112,3 
Boyacá 1 78,6 
Otros 0.8 66,1 
Fuente: DANE, 2010 (Reporte del ICA, 2009). 
 
Del total producido en 2009 por el departamento de Cundinamarca, el 99.1% de flores se 
exportó y el 0.88% fue dirigido al mercado nacional. De dicha producción además, las especies 
de mayor cultivo como las rosas y claveles, alcanzaron un porcentaje del 85.7% respecto a lo 
proyectado de donde el 99.6% de las rosas y el 99.8% de claveles se exportaron (Figura 3) 
(DANE, 2010).  
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Figura 3. Producción de los principales cultivos de flores en miles de unidades por especie obtenida para 
exportación y mercado nacional. Fuente: DANE, 2010. 
 
1.2 INCIDENCIA DE LA ENFERMEDAD DEL MOHO GRIS EN CULTIVO DE FLORES 
 
El ciclo de producción de las flores en Colombia depende de la variedad cultivada, las rosas se 
cosechan cada 90 días y cada rosal tiene una vida útil hasta de 15 años en tanto que los 
claveles se cosechan con una periodicidad semestral y la planta dura dos años en producción. 
A partir de la década de los 90, el liderazgo en la producción de rosas se ha consolidado 
principalmente debido a una mejora de las variedades, ampliación de la oferta durante todo el 
año y su creciente demanda (Tenjo et al., 2006). La rosa (Rosa spp.), como lo reportan 
Rodríguez y Flórez (2006), es una planta perenne de la familia de las rosáceas que forma tallos 
florales continuamente con variaciones en cantidad y calidad y, que presenta diversos estadios 
de desarrollo que van desde una yema axilar que brota como base de la estructura de la planta 
y de la producción de flores, hasta un tallo listo para cosechar.  
 
En los países tropicales donde la riqueza biológica es abundante, los cultivos ornamentales 
están mucho más propensos a padecer el ataque de plagas y enfermedades, por tal motivo es 
importante desarrollar estrategias que busquen contrarrestarlas. En el caso del rosal, su cultivo 
puede ser atacado por diferentes agentes fitopatógenos tales como hongos, bacterias y virus. 
Entre los hongos causantes de enfermedad se pueden encontrar Botrytis sp., Peronospora 
sparsa o Verticillium sp., entre otros (Yong, 2004). 
 
Botrytis sp. se ha considerado como el más importante hongo patógeno de poscosecha 
que causa pérdidas significativas en frutas frescas, vegetales y plantas ornamentales alrededor 
del mundo generando una pérdida de rendimiento por causa de conducir a la muerte las plantas 
(Agrios, 2005; Davidson et al., 2007).  
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Mientras que la mayoría de los hongos patógenos de poscosecha tienen una gama de 
hospedadores limitada, los daños causados por Botrytis cinerea se ha generalizado en muchos 
cultivos de invernadero causando el moho gris en varias partes de la planta incluyendo las 
raíces (bulbos de flores, papa dulce), los brotes (lentejas, col rizada), las hojas (albahaca, 
lechuga), las flores (por ejemplo en los pétalos de rosa) y los frutos (Droby and Lichter, 2007). 
 
En varios cultivos ornamentales y en flores de corte como la rosa y la gerbera, el moho gris 
causado por B. cinerea causa lesiones en los pétalos, lo que reduce fuertemente la vida de 
florero y el valor de su mercado (Dick and Wubben, 2007). Puede presentarse durante 
el período de producción en invernadero sin una sintomatología visible. Después de la cosecha 
(donde es particularmente importante), las condiciones ambientales que prevalecen durante el 
transporte y almacenamiento de los productos son las que facilitan su desarrollo e infección 
(Droby and Lichter, 2007; Zhu, 2010). 
 
En Colombia, según el DANE (2010), en el 2009 Botrytis sp. fue el fitopatógeno que en general 
causó mayor incidencia de enfermedad (26.2 %) en los cultivos de flores (rosas, claveles, 
astromelias, gerberas y otras especies) de los 28 municipios censados de la Sabana de Bogotá 
y Cundinamarca. En porcentajes de incidencia le siguieron Sphaerotheca pannosa (mildeo 
polvoso) con el 22.2 % y Peronospora sparsa (mildeo velloso) con el 16.2 %. Del mismo modo, 
los municipios Madrid, Facatativá y, Tocancipá y el Rosal fueron los que tuvieron mayor 
presencia de la enfermedad causada por Botrytis sp. en los cultivos de flores (Figura 4) con 
porcentajes del 18.4, 13.3 % y 7.1 %, respecto a los 196 lotes de fincas (una finca puede tener 
más de un lote) censados que resultaron afectados por el fitopatógeno (DANE, 2010). 
 
 
Figura 4. Cantidad de lotes de fincas productoras de flores de 28 municipios de la Sabana de Bogotá y 
Cundinamarca censadas en 2009 con incidencia de Botrytis sp., Sphaerotheca pannosa (mildeo polvoso) 
y Peronospora sparsa (mildeo velloso).Fuente: DANE, 2010 
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De otro lado, para el caso específico del cultivo de rosas en el mismo estudio del DANE (2010), 
Botrytis sp. representó un porcentaje de incidencia del 15.8 % (49 lotes afectados) respecto a 
los 311 lotes de fincas productoras de rosas censadas. 
 
1.3 ENFERMEDAD DEL MOHO GRIS EN CULTIVO DE ROSAS 
 
Botrytis cinerea Pers.: es también  conocido como moho gris o de pudrición. En general, la 
mayoría de los taxónomos recomiendan que el nombre científico dado sea el del estado sexual 
o teleomorfo (Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel) sin embargo, el binomio latino Botrytis 
cinerea es el empleado debido a que se encuentra ampliamente reconocido por micólogos y 
fitopatólogos y a que en la naturaleza, es el estado imperfecto es el más extendido (Carbú, 
2006). La clasificación taxonómica del patógeno se muestra en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Clasificación taxonómica de ambos estados del patógeno. 
 Estado asexual  
(Hongo imperfecto) 
 Estado sexual 
(Ascomycota) 
Reino  Fungi  Fungi 
Clase  Hyphomycetes  Discomycetes 
Orden  Moniliales   Helotiales 
Familia  Moniliaceae   Sclerotiniaceae 
Género  Botrytis   Botryotinia 
Especie  Botrytis cinerea   Botryotinia fuckeliana 
Fuente: Fernández, 2006. 
 
El ciclo de vida generalizado de Botrytis comprende varias etapas: una somática (vegetativa), el 
sistema micelial que produce esporas asexuales o macroconidios (etapa anamorfa), esclerocios 
y microconidias (espermática). Los esclerocios normalmente germinan para producir micelio o 
conidias pero después de un período de acondicionamiento adecuado y fertilización, éstos 
posteriormente pueden germinar y en las condiciones adecuadas producir apotecios (etapa 
teleomorfa) que contienen las ascosporas resultantes de la meiosis (Beever and Weeds, 2007). 
 
Las pérdidas económicas por B. cinerea están asociadas principalmente con los síntomas o 
manchas que parecen quemaduras en los pétalos de las flores antes o después de haberse 
cosechado, y que están almacenadas o en tránsito. Las lesiones se expanden y se unen 
provocando que los pétalos se tornen de color marrón, si se les proporciona la humedad 
adecuada, las lesiones son cubiertas por el micelio de color gris que está esporulando, éstas se 
marchitan lo que eventualmente puede conducir a la pudrición de toda la flor hasta el 
receptáculo (Lira-Saldivar et al., 2003; Zhu, 2010; Kader, 2011). 
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1.3.1 Ciclo de enfermedad del fitopatógeno. Botrytis cinerea es un hongo ubicuo y tiene un 
estilo de vida necrotrófico. Después de la infección y muerte de los tejidos del huésped, el 
hongo puede sobrevivir y esporular como saprófito o producir esclerocios que son estructuras 
de supervivencia (Holz et al., 2007). En algunas cepas de B. cinerea las tasas de crecimiento 
son altamente variables. Algunas esporulan abundantemente y no se presentan esclerocios 
pero otras desarrollan muchos esclerocios en escasa producción de conidias (Kader, 2011). Los 
esclerocios pueden estar asociados con plantas vivas o con restos de plantas en el suelo por lo 
cual en invernaderos con calefacción, las infecciones de flores por B. cinerea casi nunca 
son encontradas durante el período de producción sino que los síntomas de enfermedad, se 
hacen visibles después de la cosecha cuando los cambios de temperatura durante el 
almacenamiento de cadena de frío y el transporte, promueven la deposición de rocío (Holz et 
al., 2007). 
 
En el ciclo de infección de B. cinerea (Figura 5) pueden considerarse varias fases: 1) adhesión y 
germinación de las conidias sobre la superficie del huésped, 2) penetración en el tejido vegetal, 
3) establecimiento del patógeno en la zona de penetración, 4) fase de latencia en muchos casos 
durante la cual los mecanismos de defensa de la planta parecen controlar al patógeno que 
permanece localizado en las áreas de necrosis correspondientes a las lesiones primarias, 5) en 
algunas lesiones primarias transcurrido un tiempo, el patógeno es capaz de vencer las barreras 
defensivas de la planta iniciando su diseminación en el tejido vegetal circundante, colonizando y 
macerando el tejido infectado en un breve periodo de tiempo. 6) Luego sobre el tejido infectado, 
el patógeno produce una nueva generación de conidias que pueden iniciar un nuevo ciclo de 
infección (Benito et al., 2000).  
 
 
Figura 5. Ciclo de la enfermedad del moho gris causada por Botrytis sp. Fuente: Agrios (2004) 
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Las especies de Botrytis además, están equipadas con un conjunto de enzimas y/o metabolitos 
que le permiten al patógeno invadir y matar las células del tejido del huésped y finalmente, 
convertir los tejidos del huésped en biomasa fúngica. Muchas de estas enzimas y metabolitos 
actúan extracelularmente en la interfase planta-hongo e incluso, en el tejido del huésped a 
cierta distancia de las hifas en crecimiento (Kars and Kan, 2007).   
 
Botrytis cinerea puede prosperar bajo un rango de temperaturas entre 2-30oC (particularmente 
entre los 18-23oC) y será siempre una amenaza potencial en los cultivos de invernadero a 
temperaturas entre los 12-30oC (incluso entre los 0-10oC) y una humedad relativa (RH) > 90% 
(la luz UV cercana a la visible también incrementa la esporulación en B. cinerea) (Agrios, 2005).  
 
La estructura del invernadero, los materiales empleados y el método de cultivo que permitan la 
aparición de las condiciones microclimáticas apropiadas, pueden favorecer el crecimiento, 
esporulación, liberación y germinación de conidias y establecimiento de la infección. Por tal 
motivo, es importante conocer la biologia del patógeno con el objeto  de evitar una mayor 
propagación del mismo bajo condiciones de cultivo. Asimismo, la vía utilizada para entrar en el 
tejido huésped dependerá de factores tales como el tipo de inóculo, la disponibilidad de agua y 
nutrientes, las características de la cutícula, los exudados naturales del hospedero y órganos 
florales, la abundancia de las aberturas naturales y el tamaño y edad de las heridas (Holz et al., 
2007; Agrios, 2005). 
 
1.3.2 Síntomas de la enfermedad. En el caso de las flores de corte, los pétalos son muy 
susceptibles a la infección conidial cuando comienzan a envejecer (las flores infectadas 
producen elevadas cantidades de etileno que dan lugar a la prematura senescencia de las 
flores predisponiéndolas a la infección y desarrollo de Botrytis). En clima frío y húmedo, el 
patógeno establecido en los pétalos produce una abundante capa de micelio de color gris 
velloso (los tejidos colonizados se arrugan y deshidratan), y producen esclerocios aplanados de 
color negro como estructuras de sobrevivencia del patógeno. De otro lado, las infecciones 
latentes pueden llegar a ser severas en condiciones de humedad, frío y oscuridad, condiciones 
comúnmente asociadas con el almacenamiento y transporte de rosas de corte (Zadehdabagh et 
al., 2010; Silva, 2004; Agrios, 2005; Droby and Lichter, 2007).  
 
Varios cultivos de rosas muestran diferente susceptibilidad a B. cinerea. En general, los 
síntomas de la infección causada por Botrytis en pétalos pueden ser visibles a las 24 h. Inician 
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como lesiones restringidas que luego se vuelven necróticas en los pétalos y, que pueden 
expandirse al receptáculo, causando su desprendimiento (Figura 6) (Droby and Lichter, 2007).    
 
      
Figura 6. Lesiones en pétalos de rosa causados por Botrytis cinerea. Fuente: 
http://www.sactorose.org/ipm/83botrytis.htm  
 
 
1.3.3 Control de la Enfermedad. El control de B. cinerea no resulta sencillo por diversas 
razones 1) es capaz de atacar a cultivos en cualquier estado de desarrollo, incluida la 
poscosecha, 2) infecta cualquier órgano vegetal, 3) es hábil para crecer a temperaturas de 
almacenamiento muy bajas y, 4) es genética y morfológicamente heterogéneo, lo que le 
posibilita un crecimiento y desarrollo diferente en condiciones de cultivo desiguales (Carbú, 
2006).  
 
Aunque la utilización de fungicidas químicos sigue siendo la principal recomendación para la 
reducción de la infección y control de Botrytis sp. en la producción de rosas, su uso se ha 
restringido debido a efectos adversos como la residuabilidad alta y aguda o un período largo de 
degradación (Elad and Stewart, 2007). Las dosis de botrycidas empleadas para rociar las partes 
aéreas de las plantas varían de 400-500 g/ha (ej: carbendazim) a 2000-3000 g/ha (ej: 
diclofluanida), dependiendo del principio activo. Su utilización, aunque eficiente para proteger 
cultivos contra Botrytis sp., requiere de aplicaciones preventivas en dosis más altas de las que 
son usadas contra otras enfermedades causadas por otros hongos como la roya (Leroux, 2007).  
 
En la Figura 7, se muestra que la mayoría de fincas productoras de flores de la Sabana de 
Bogotá y otros municipios de Cundinamarca también han utilizado el tratamiento químico como 
la principal forma de acción para controlar la incidencia de enfermedades en rosas causadas 
por fitopatógenos, siguiéndole los manejos culturales y en menor proporción, los tratamientos 
biológicos y orgánicos (DANE, 2010). 
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Figura 7. Cantidad de fincas productoras de flores (FPF) de 28 municipios de la Sabana de Bogotá y Cundinamarca 
empleando diferentes tratamientos para el control de enfermedades causadas por fitopatógenos. Datos según censo 
de 2009. Fuente: DANE, 2010 
 
Las medidas de saneamiento y prácticas culturales buscan principalmente remover el inóculo 
de B. cinerea del invernadero y cuartos de almacenamiento, limpiar el invernadero y los 
materiales retenidos dentro de él y controlar la humedad relativa mediante condiciones 
adecuadas de aireación y secado de las plantas (Agrios, 2005; Dick and Wubben, 2007). 
Aunque en los cultivos de flores estas medidas siempre se deberían emplear, por sí solas son 
limitantes e insuficientes para prevenir completamente el moho gris (Leroux, 2007; Dick and 
Wubben, 2007). Esto, ya sea por infecciones latentes en las rosas que pueden luego 
desarrollarse o, a que modificar todas las condiciones ambientales dentro del invernadero 
según sean los requerimientos, resulta muy difícil y por ende también el control de la 
enfermedad. 
 
De otro lado, mientras que el manejo orgánico de la enfermedad se enfoca en incluir varias 
prácticas culturales (como parte del manejo agronómico tradicional de un cultivo orgánico) que 
en conjunto permitan mantener en bajos niveles las poblaciones de patógenos sin necesidad de 
erradicarlas con la sustitución de productos químicos (France, 2005), el tratamiento biológico se 
refiere al empleo de antagonistas microbianos como por ejemplo Candida oleophila (Lima et al., 
1997; Saligkarias et al., 2002), Bacillus subtilis (Wang et al., 2009) o Trichoderma harzianum 
(Elad et al., 1993), capaces de actuar contra el desarrollo de B. cinerea sobre el cultivo. 
 
Además, la eficacia de la combinación de las prácticas culturales y de control químico de 
Botrytis en rosas de invernadero ha sido limitada entre otras causas, debido al desarrollo 
de resistencia de B. cinerea a varias familias de botryticidas que incluyen los benzimidazoles, 
los fenilcarbamatos y las dicarboximidas (Leroux, 2007; Benítez y Carrillo, 2004; Williamson et 
al., 2007). Esto indica que un escenario más realista para combatir la pudrición por Botrytis sp. 
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debe realizarse mediante el uso de un enfoque de control integrado combinando todas las 
estrategias mencionadas en eficientes prácticas de manejo (Droby and Lichter, 2007). 
 
1.4 BIOCONTROL DE Botrytis sp. MEDIANTE LEVADURAS  
 
Los géneros microbianos que han mostrado mayor potencial para el control de enfermedades 
causadas por Botrytis incluyen los hongos Trichoderma, Gliocladium y Ulocladium, las bacterias 
Bacillus y Pseudomonas y las levaduras Pichia, Candida y Rhodotorula (Elad and Stewart, 
2007).  
 
Desde 1970,  Trichoderma spp. han sido  uno de las más  estudiadas por tener una alta tasa de 
crecimiento, esporular  abundantemente, competir bien con otros microorganismos del suelo, 
comportarse  como micoparásito, mostrar resistencia  a pesticidas químicos y producir varios  
antibióticos (gliotoxina y viridina), además de otros productos extracelulares. Este 
microorganismo ya ha sido empleado como ingrediente activo en productos comerciales sin 
embargo, la eficacia de métodos basados en el uso de agentes  de biocontrol no es  demasiado 
alta (Carbú, 2006). 
 
De otro lado, el estudio del control de hongos fitopatógenos mediante levaduras se ha 
extendido. Se ha reportado por ejemplo, que algunas de ellas pueden ser eficaces para el 
control de la podredumbre de almacenamiento de la uva  inducida por  B. cinerea (Masih and 
Paul, 2002), el control de enfermedades en manzanas (Calvo et al., 2010) y fresas (Zhang et al., 
2007), además de sus actividades antagonistas contra  Penicillium digitatum, por ejemplo (Bar-
Shimon et al., 2004). La levadura filosférica Rhodotorula glutinis así como Cryptococcus luteus, 
C. laurentii y C. albidus, también han sido caracterizadas por su actividad controladora contra la 
enfermedad del moho gris causada por B. cinerea en tomate (Kalogiannis et al., 2006).   
 
Otras especies  de levaduras como Candida oleophila, Kloeckera apiculata, Metschnikowia 
pulcherrima, Sporothrix floculosa, Pichia membranifaciens y Pichia anomala, entre otras han 
sido igualmente reportadas como potenciales biocontroladoras de B. cinerea  (Williamson et al., 
2007; Long et al., 2005; El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006; Kalogiannis et al., 2006).    
 
Un bioproducto registrado a nivel mundial con base en una levadura es el “Aspire” (Ecogen, 
USA). Este producto fue desarrollado con base en la levadura Candida oleophila "I-182" para 
emplearlo en poscosecha en el control de patógenos causantes de la pudrición de frutas 
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incluyendo entre ellos a B. cinerea (Elad and Stewart, 2007). Actualmente, existe otro 
biofungicida disponible utilizado en poscosecha denominado “Shemer” basado en 
Metschnikowia fructicola (Droby et al., 2009). Asimismo, otros tres productos para ser lanzados 
al mercado son “Candifruit”, basado en Candida sake y desarrollado en España, “Boni-Protect”, 
basado en Aureobasidium pullulans y desarrollado en Alemania y, “NEXY”, basado en Candida 
oleophila y desarrollado en Bélgica (Nally et al., 2012). 
 
El éxito comercial de algunas cepas se ha logrado en invernadero y poscosecha donde 
condiciones ambientales estables, permiten un mayor control sobre la aplicación del agente de 
control biológico y la expresión de su actividad biológica (Agrios, 2005). Pero a pesar de los 
resultados positivos, la aplicación de agentes biológicos no es todavía una estrategia 
predominante en el control de la podredumbre o el moho gris (Carbú, 2006). 
 
1.4.1 Mecanismos de acción para biocontrol. Las levaduras saprofíticas que se hallan 
comúnmente en el filoplano y que han parecido competir efectivamente con los patógenos 
poscosecha (Benítez y Carrillo, 2004) son objeto de estudio contra Botrytis spp. porque el 
fitopatógeno es extremadamente susceptible a la competencia debido a su dependencia de una 
fuente exógena de nutrientes para la germinación, crecimiento del tubo germinativo e infección 
(Elad and Stewart, 2007).  La competencia por nutrientes puede ser por nitrógeno o por 
carbohidratos no estructurales (azúcares y polisacáridos como almidón, celulosa, quitina, 
laminarina, y pectinas, entre otros) y además, este tipo de antagonismo también puede verse 
favorecido por las características del agente de control biológico como plasticidad ecológica, 
velocidad de crecimiento y desarrollo así como también, por factores externos tales como el pH, 
temperatura y humedad, entre otros (Infante et al., 2009). 
 
Además de la competencia por espacio y nutrientes, las levaduras pueden producir antibióticos 
o enzimas líticas que inhiben o afectan la germinación de las conidias y causan la lisis de los 
tubos germinativos del patógeno en la superficie de la planta (Elad and Stewart, 2007). Las 
levaduras Pichia guillermondii, Rhodotorula glutinis y Cryptococcus albidus han mostrado 
resultados positivos en el control de B. cinerea al actuar sobre la superficie de las hifas, conidios 
y conidióforos de éste (Carbú, 2006).  
 
La producción de compuestos orgánicos volátiles también ha sido reportada como mecanismos 
de acción biocontroladora por parte de las levaduras (Rosa-Magri et al., 2011). Respecto a los 
metabolitos secundarios antifúngicos difusibles, varios estudios en levaduras de frutas y 
31 
 
superficie de hojas, han mostrado la presencia y actividad de antibióticos en la interacción con 
hongos patógenos. Sin embargo, muy pocos informes presentan los detalles de la naturaleza de 
los antibióticos producidos siendo una excepción, los ácidos heptadecenoico y metil-
heptadecenoico producidos por Sporothrix flocculosa. Otros metabolitos secundarios 
antifúngicos como el 4-metil-7,11-heptadecadienal y el ácido 4-metil-7,11-heptadecadienoico 
también se ha demostrado ser producidos por S. flocculosa (El-Tarabily and Sivasithamparam, 
2006).  
 
Entre las enzimas líticas o degradadoras de la pared celular producidas por levaduras y que se 
relacionan con el micoparasitismo se encuentran las β-1,3 glucanasas y quitinasas. La 
producción de otras enzimas de lisis extracelulares tales como las proteasas también pueden 
ser un mecanismo mediante el cual algunos microorganismos antagonistas puede ejercer su 
acción ya que adicionalmente éstas son degradadoras de la pared celular del hospedante       
(El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006; Bar-Shimon et al., 2004). Por otra parte, la producción 
de sideróforos, la producción de toxinas y la inducción de resistencia del hospedero con la 
producción por ejemplo de fenilalanina amonio liasa, fitoalexinas, peroxidasas y etileno por 
parte de levaduras, también se han reportado como mecanismos de acción controladora frente 
a patógenos (El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006; Infante et al. 2009; Rosa et al., 2010; 
Rosa-Magri et al., 2011).  
 
1.4.2 Caracterización e identificación molecular de las levaduras. Las áreas de 
comparación taxonómica en las cuales se enmarca la taxonomía de levaduras incluyen la 
Morfología, Fisiología, Genética, Bioquímica y Ecología sin embargo, estos métodos en general, 
producen ambigüedades e incorrecciones en los resultados, debido a que las características 
morfológicas y fisiológicas están fuertemente influenciadas por las condiciones de cultivo 
(Orberá, 2004). 
 
Por otro lado, las herramientas de biología molecular tienen un alto valor práctico para la 
identificación rápida y precisa en muestras heterogéneas procedentes de diferentes ambientes 
así como para la clasificación taxonómica de microorganismos. Los datos obtenidos del estudio 
del genoma, han generado cambios importantes en la taxonomía de géneros y especies y han 
contribuido al esclarecimiento de las relaciones filogenéticas entre los grupos taxonómicos de 
estos microorganismos (Orberá, 2004; Mendoza, 2005). 
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La caracterización e identificación molecular de levaduras biocontroladoras generalmente es 
realizada mediante la secuenciación utilizando primers universales del fragmento que abarca la 
región ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA o, la secuenciación también mediante primer universales de la 
región variable (D1/D2) del extremo 5’ del gen de la subunidad mayor del rDNA (LSU por sus 
siglas en inglés) (Chanchaichaovivat  et al., 2008; Arroyo-López et al., 2006; Nally et al., 2012). 
 
De acuerdo a White et al. (1990) el uso del DNA ribosomal (rDNA) en los análisis filogenéticos y 
en estudios de variabilidad genética es común por su accesibilidad y facilidad de ser amplificado 
por PCR ya que se encuentra organizado en unidades repetidas en tándem con cientos de 
copias por genoma.  La unidad del rDNA está compuesta de tres genes codificantes para la 
unidad ribosomal (la subunidad pequeña o 18S, la subunidad grande de 25-28S y el gen 5.8S) y 
regiones no codificantes como los espacios internos transcritos (ITS) y los espaciadores 
intergénicos (IGS) (Figura 8) (Cardona, 2008). 
 
 
Figura 8. Representación esquemática del rDNA. ITS (Espacio interno transcrito); IGS (Espacio 
Intergénico); D1/D2 (Dominios 1 y 2) Fuente: Sugita and Nishikawa, 2003. 
 
Los genes  ribosomales son altamente conservados. La región 5.8S del rDNA es codificadora e 
igualmente conservada y muestra una baja variabilidad intraespecífica que no permite la 
delimitación entre cepas de una misma especie, sin embargo la zona de los ITS, que es una 
región no codificadora e hipervariable, permite el reconocimiento a nivel interespecífico (Orberá, 
2004). Los genes ribosomales además de las regiones conservadas, están compuestos de 
regiones divergentes (Regiones divergentes –D) que en la región tienen una orientación que va 
de 5’ a 3’ del rRNA maduro. Estas regiones han sido secuenciadas en la mayoría de 
ascomicetos y son comunes a todas las especies de levaduras permitiendo un reconocimiento 
intraespecífico entre ellas. Por ser esta región D1/D2 del gen 26S del rDNA una zona altamente 
variable, ayuda a una identificación de las especies (Orbegozo, 2008). 
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2. Objetivos 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar el potencial biocontrolador de cepas de levaduras aisladas de mora (Rubus glaucus) 
contra el fitopatógeno Botrytis sp. en rosas (Rosa spp var. Vendela) tipo exportación  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Caracterizar e identificar molecularmente las levaduras empleadas en el estudio. 
 
Evaluar la actividad antagonista de levaduras contra Botrytis sp. bajo condiciones in vitro e in 
vivo en rosas (Rosa spp. var. Vendela) de corte tipo exportación. 
 
Caracterizar y seleccionar fenotípicamente los aislamientos de levaduras más promisorios con 
potencial controlador. 
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3. Materiales y Métodos 
 
3.1 LEVADURAS DE ESTUDIO SELECCIONADAS 
 
Para el presente estudio se seleccionaron 25 levaduras pertenecientes a la colección de 
microorganismos del Laboratorio de Microbiología Agrícola del Instituto de Biotecnología en la 
Universidad  Nacional de Colombia (IBUN), crioconservadas a -20 y -70oC en glicerol al 10% y 
que fueron seleccionadas, teniendo en cuenta un estudio anterior donde además de evaluar sus 
respuestas fisiológicas a diferentes condiciones de pH, temperatura, radiación UV-C y UV-B y 
osmotolerancia, mostraron un mayor potencial antagonista contra Botrytis cinerea en 
condiciones in vivo en cámara húmeda sobre pétalos de rosa (Medina et al., 2009). Estas 
levaduras fueron aisladas a partir de foliolos de plantas sanas de cultivos de mora de castilla 
(Rubus glaucus Benth) de los municipios de Fusagasugá, San Bernardo y Granada del 
departamento de Cundinamarca, Colombia (Anexo A).  
 
Los aislamientos seleccionados fueron: LvF38, LvF43, LvF44, LvSb25, LvSb27, LvSb28, 
LvSb29, LvSb30, LvSb33, LvSb34, LvSb35, LvSb36, LvGr1, LvGr2, LvGr3, LvGr7, LvGr10, 
LvGr11, LvGr14, LvGr15, LvGr17, LvGr20, LvGr21, LvGr22 y LvGr26. 
 
3.2 CARACTERIZACIÓN E IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
 
3.2.1 Extracción de ADN genómico de las levaduras. Las levaduras de estudio se 
caracterizaron e identificaron utilizando secuencias de análisis de ADN. La extracción de ADN 
de las levaduras se realizó a partir de cultivos puros que habían crecido en medio de cultivo 
sólido YPD (1 % extracto de levadura, 2 % peptona y 2 % dextrosa) durante 48 h a 27 °C. 
Posteriormente, se siguió la metodología de Harju et al. (2004). Una vez fueron obtenidas las 
muestras, éstas se almacenaron a -20 oC hasta su uso. 
 
3.2.2 Extracción de ADN genómico del fitopatógeno. El control positivo Botrytis sp. utilizado 
en el estudio y perteneciente al cepario de microorganismos del Laboratorio de Microbiología 
Agrícola del IBUN, fue previamente caracterizado como Botrytis cinerea mediante las 
características morfológicas y microscópicas reportadas en claves micológicas (Medina et al., 
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2009). Para reconfirmar su especie, se procedió a realizar la caracterización e identificación 
molecular. 
 
El fitopatógeno fue reactivado en medio de cultivo PDA a 24 oC a partir de su banco de 
crioconservación a -70 oC (en glicerol al 50 %). Para realizar la extracción del ADN genómico, 
se  empleó la biomasa obtenida a partir de las asadas que retiraron todo el crecimiento de una 
siembra de un cultivo puro de 8 dias a 24 oC en medio PDA. Se siguió el protocolo de Stirling 
(2004) con algunas modificaciones. La biomasa obtenida se adicionó a un tubo de 
microcentrifuga previamente adicionado con glass beads (0.5mm) el cual posteriormente se 
agitó en un minibeadbeater (Biospec®) durante 1.30 min a velocidad media. Luego, fueron 
adicionados 700 µl de buffer de extracción CTAB (Tris HCl 0.1 M a pH 8, CTAB 1 %, NaCl 0.7 
M, 10 mM de EDTA), 1 % de 2-mercaptoetanol (Merck®) y 0.1 mg/ml de proteinasa K (Bioline®), 
el tubo se agitó vigorosamente en vórtex (Fischer®) y, se incubó durante 1 hora a 65 oC 
mezclando cada 15 minutos. Finalizado el tiempo de incubación, se adicionó un volumen de 
cloroformo: alcohol isoamílico (24:1), posteriormente precipitado con acetato de sodio 3 M e 
isopropanol. Finalmente, el pellet obtenido fue lavado dos veces con etanol al 70 % y se 
resuspendió en TE [10 mM Tris (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)] con RNAsa (Invitrogen®) (20 µg/ 
ml). Después de incubar a 37 oC durante 1 hora, el resultado de la extracción se evaluó en gel 
de agarosa (Bioline®) al 0.8 %. Finalmente, la muestra se almacenó a -20 oC hasta su uso.    
 
3.2.3 Amplificación de las regiones ITS1-5.8s-ITS2 y D1/D2 del rDNA. Los análisis de DNA 
para la caracterización e identificación molecular de las levaduras se realizaron basados en 
PCR utilizando los primers universales ITS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al., 1990) para la amplificación de un segmento del 
operón que abarca el gen 5.8s y el flanqueo de los espaciadores internos transcritos ITS1 e 
ITS2 del rDNA. Los primers NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3') y NL4 (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') (Kurtzman and Robnett, 1998) específicos para la 
amplificación de la región divergente D1/D2 de la subunidad larga 26S rDNA, también fueron 
empleados. Las amplificaciones por PCR se realizaron bajo las condiciones estandarizadas en 
el Laboratorio de Microbiología Agrícola- IBUN de acuerdo a White et al. (1990). En la 
caracterización molecular del agente fitopatógeno B. cinerea, fue empleado solamente el 
marcador molecular para el segmento que amplifica la región ITS1-5.8s-ITS2 siguiendo el 
mismo procedimiento mencionado para las levaduras.   
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Tres microlitros de la muestra de DNA previamente resuspendida en TE, fue utilizada 
directamente o en dilución 1:10 ó 1:100 (empleando agua HPLC esterilizada), como plantilla en 
las reacciones de PCR para amplificar el segmento deseado. Las amplificaciones fueron 
llevadas a cabo en el termociclador (S1000 BIO-RAD®), siguiendo un procedimiento de 
“touchdown” de acuerdo a la metodología de White et al. (1990). Dicho ciclo de la reacción se 
inició con un período de desnaturalización a 94 oC durante 5 minutos seguido de 30 ciclos que 
consistieron de una desnaturalización a 94 oC por un minuto, luego se llevó a cabo el paso de 
apareamiento de los cebadores iniciando con una temperatura de 60 oC (siguiendo de acuerdo 
al programa de “touchdown” con una disminución de -0.2 oC durante cada ciclo) durante 1 
minuto y finalmente la extensión a 72 oC durante 1minuto, luego de terminados los 30 ciclos se 
llevó a cabo una extensión final durante 10 minutos a 72 oC. La amplificación y rendimientos 
fueron verificados en gel de agarosa al 1.2 % (p/v) (Bioline®) en buffer TBE 1x, teñidos con 
SYBR® Saver safe (Invitrogen®) y visualizados en digitalizador de geles (Bioline®), siguiendo la 
metodología de Sambrook et al. (1989). 
El producto de amplificación para cada levadura fue enviado para su purificación y 
secuenciación en MACROGEN (Korea). Una vez obtenida la secuenciación para cada levadura 
con los dos marcadores moleculares empleados, se prosiguió a compararla contra todas las 
secuencias nucleotídicas de hongos almacenadas en la base de datos del National Center for 
Biotechnology Information- NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), con el objeto de seleccionar la 
secuencia que presentara el mejor nivel de similitud a la secuencia problema. 
 
3.3 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE LAS LEVADURAS CONTRA 
Botrytis sp. 
 
3.3.1 Evaluación de la capacidad antagonista de las levaduras en condiciones in vitro. La 
evaluación de la capacidad biocontroladora in vitro de las levaduras contra el agente 
fitopatógeno Botrytis cinerea se realizó basada en la metodología desarrollada por Medina et al. 
(2009). En el centro de una placa petri con medio de cultivo PDA, donde previamente se habían 
sembrado e incubado a 24oC y por 48 h, dos estrías de las levaduras que fueron evaluadas, se 
dispuso un “plug” de 25 mm2 del agente fitopatógeno (previamente crecido por 7 días a 24oC en 
medio PDA) con el objeto de evaluar la capacidad de inhibición de crecimiento por sustancias 
difusibles en el agar. 
  
Al cabo del período de incubación de 6 días a 24oC, se determinó la inhibición de crecimiento 
del hongo B. cinerea colocándolo en una de las siguientes tres categorías por la actividad 
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antagonista de cada levadura frente al patógeno en las condiciones evaluadas: la categoría 1, 
se incluyeron las levaduras que formaron un halo inhibitorio (mm) al crecimiento del patógeno 
medido, desde el borde externo del crecimiento de éste hasta el borde externo del crecimiento 
de la levadura. En la categoría 2, las levaduras que sólo permitieron el crecimiento del Botrytis 
hasta su borde del crecimiento en la estría y en la categoría 3, las levaduras que fueron 
cubiertas totalmente por el crecimiento del fitopatógeno. El control negativo correspondió al 
crecimiento del fitopatógeno bajo las mismas condiciones sin siembra de las levaduras. Se 
realizaron tres réplicas con dos repeticiones en el tiempo. 
 
3.3.1.1 Inhibición de crecimiento del fitopatógeno mediante la producción de compuestos 
volátiles.  La prueba para determinar la inhibición de crecimiento del fitopatógeno Botrytis 
cinerea mediante compuestos volátiles producidos por todas las levaduras, se llevó a cabo de 
acuerdo al procedimiento establecido en el laboratorio de Microbiología Agrícola y Rosa et al. 
(2010). Por triplicado en medio de cultivo PDA sólido, se sembró masivamente cada levadura y 
se dejó en incubación durante 48 h a 24 oC. Cada una de las cajas petri con el crecimiento 
previo del antagonista fue enfrentada a otra donde se sembró un “plug” de 25 mm2 del 
fitopatógeno (de 8 días de crecimiento a 24oC), posteriormente las cajas fueron selladas con 
Parafilm®M y se dejaron en incubación durante seis días a 24oC. El control negativo 
correspondió al cultivo del “plug” del hongo enfrentado a otra caja petri con PDA y, se hicieron 
dos repeticiones en el tiempo. La evaluación se hizo midiendo el área (cm2) de crecimiento del 
micelio de Botrytis cinerea con el programa Rhinoceros 4.0®, tomando el área total de la caja de 
petri como el área total de posible crecimiento del hongo. 
 
3.3.2 Experimentos de biocontrol bajo condiciones in vivo en pétalos de rosa variedad 
vendela. La metodología se desarrolló de acuerdo a la establecida en los protocolos del 
Laboratorio de Microbiología Agrícola y la reportada por Medina et al. (2009).  
 
3.3.2.1 Preparación del material vegetal. La cultivariedad de rosas (Rosa sp. cultivariedad 
vendela) fue seleccionada por su alta susceptibilidad a la enfermedad del moho gris causada 
por Botrytis sp. Este material vegetal, fue proporcionado por la empresa C.I. Flores Prisma 
(localizada en el municipio de Tocancipá, Cundinamarca) donde se tuvo el cuidado de que no 
fuera sometido al proceso de aplicación de fungicidas al que son expuestas usualmente las 
flores de corte, una vez son dirigidas a la etapa de poscosecha. Para la evaluación, a cada una 
de las rosas se les extrajo los 4 ó 5 primeros pétalos externos ya que generalmente presentan 
maltratos o lesiones. 
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3.3.2.2 Evaluación antagonista en pétalos de rosa. Para la evaluación de la actividad 
biocontroladora de cada aislamiento de levadura contra B.cinerea empleando como sustrato 
pétalos de rosa desprendidos del receptáculo de la flor, se preparó una suspensión combinada 
(1:1) entre la suspensión de conidias de B. cinerea. (3x104 conidias.ml-1) previamente crecido 
durante 10-13 días en medio de cultivo PDA a 24 oC y, la suspensión de cada levadura 
(previamente ajustada entre 2.0-2.5x107 células.ml-1) con crecimiento previo de 48 h en PDA a 
24 oC. En todos los casos, los ajustes de la suspensión se realizaron en cámara de Neubauer y 
empleando agua destilada estéril. 
 
Cada suspensión así preparada fue evaluada mediante la aplicación de 10 µl a cada uno de los 
cinco pétalos que conformaron un tratamiento los cuales, se prepararon por triplicado. Cada 
tratamiento fue dispuesto en condiciones de cámara húmeda (en recipientes plásticos 
trasparentes de capacidad de 4.5L) a temperatura ambiente (18±2 oC) y a media luz durante 7 
días. El control negativo fue agua destilada estéril y el control positivo Botrytis cinerea (1.0 -
1.5x104 conidias.ml-1). 
 
El porcentaje de incidencia y severidad de la enfermedad causados por Botrytis cinerea en los 
pétalos de rosa, se determinaron mediante la escala de severidad de lesión producida por el 
fitopatógeno en este sustrato y que ha sido previamente estandarizada en el Laboratorio de 
Microbiología Agrícola. Los niveles evaluados por dicha escala son: Nivel 0 (pétalo 
completamente sano sin infección), Nivel 1 (1 al 25% del área del pétalo infectado), Nivel 2 (26 
al 50% del área del pétalo infectado), Nivel 3 (51 al 75% del área del pétalo infectado) y Nivel 4 
(76 al 100% del área del pétalo infectado).  
 
El índice de severidad fue calculado mediante la fórmula desarrollada por Dick et al. (1999) y 
reportada por García (2008):  
IS = 
 (  )  (  )  (  )  (  )   (  )
              
 
De donde: 
IS = Índice de Severidad 
n0 = Número de pétalos afectados en el Nivel 0 de severidad 
n1 = Número de pétalos afectados en el Nivel 1 de severidad 
n2 = Número de pétalos afectados en el Nivel 2 de severidad 
n3 = Número de pétalos afectados en el Nivel 3 de severidad 
n4 = Número de pétalos afectados en el Nivel 4 de severidad 
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3.3.3 Experimentos de biocontrol bajo condiciones in vivo en rosas de corte variedad 
vendela tipo exportación. La evaluación de la actividad biocontroladora de las levaduras 
seleccionadas contra B.cinerea en flores de corte completas se realizó en condiciones 
semicontroladas siguiendo la metodología de Martínez y Moreno (2008). Para esta fase del 
estudio se evaluaron un total de 10 levaduras previamente seleccionadas por su caracterización 
biocontroladora en cámara húmeda sobre pétalos de rosas obtenida en este estudio, la 
caracterización fenotípica en función del antagonismo in vitro y la capacidad de producir 
compuestos volátiles y además, la identificación molecular, evitando incluir aislamientos que 
pudiesen representar algún riesgo para la salud humana o sanitaria en este u otros cultivos. 
 
3.3.3.1 Preparación del material vegetal. Las condiciones y la preparación del material vegetal 
fueron las mismas a lo que se describió anteriormente en la prueba bajo condiciones in vivo 
sobre pétalos de rosa. Adicionalmente, todos los tallos fueron cortados (dejando una longitud de 
30 cm) y se les retiraron las hojas y espinas. 
 
3.3.3.2 Evaluación antagonista en rosas de corte. Cada levadura fue crecida durante 48 h en 
PDA a 24 oC, y se ajustó en agua destilada estéril a la concentración de 1x108 células.ml-1 en 
cámara de Neubauer. Se tomaron 5 ml y se adicionaron por dispersión con atomizador en todo 
el perímetro de cada flor. Cada tratamiento, estuvo conformado por 5 rosas (recubiertas cada 
una con una bolsa plástica para retención de humedad). Las rosas de cada réplica por 
tratamiento se dispusieron en un recipiente plástico de  capacidad de 1 L con 900 ml de agua 
clorada al 1%. Las rosas de las tres réplicas por tratamiento, fueron colocadas en anaqueles 
cubiertos con una cortina plástica para mantener una alta condición de humedad. Dichos 
anaqueles se encontraban almacenados en un cuarto con regulación de fotoperíodo (12 h) y 
temperatura entre 20-21 oC durante 20-21 h aproximadamente. El control negativo fue agua 
destilada estéril y como control químico se utilizó la concentración comercial del fungicida 
Progro® (1 g de producto /L de agua). 
 
Una vez realizado lo anterior, a cada rosa de los diferentes tratamientos con las levaduras y de 
las empleadas para el control positivo y el control químico, se les dispersó también por todo su 
perímetro, el inóculo de B. cinerea preparado en agua destilada estéril a la concentración de 
3x104 conidias.ml-1. Todos los tratamientos se almacenaron bajo las mismas condiciones 
durante 5 días en el mismo cuarto donde ya habían sido dispuestas anteriormente (Figura 9). 
 
40 
 
 
 
Figura 9. Tratamientos de la evaluación antagonista en rosa de corte variedad vendela. Fuente: Autora, 
2012  
 
Transcurridos los cinco días luego de la inoculación con Botrytis cinerea, se realizó la 
evaluación de la incidencia y severidad de la enfermedad causada por el fitopatógeno en los 
pétalos de rosa utilizando la escala de severidad de lesión ya descrita anteriormente en la 
evaluación in vivo sobre pétalos en cámara húmeda. Por cada flor de las tres réplicas, se hizo la 
lectura de 10 pétalos para un total de 150 pétalos por tratamiento.  
 
3.4 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS LEVADURAS ANTAGONISTAS MÁS 
PROMISORIAS  
 
3.4.1 Evaluación de crecimiento a 42 oC. Se siguió la metodología reportada por Medina et al. 
(2009) y establecida en el Laboratorio de Microbiología Agrícola para la evaluación 
semicuantitativa del crecimiento de las levaduras a diferentes temperaturas. 
 
Cada una de las 25 levaduras evaluadas y con crecimiento previo durante 48 h a 24 oC en 
medio de cultivo YMA sólido, fueron ajustadas en cámara de Neubauer a una concentración de 
1x106 células.ml-1 en agua destilada estéril. De la suspensión celular ajustada se adicionaron 50 
µl en cada uno de los pozos de la microplaca donde se realizó la prueba (96 pozos) el cual 
contenía 150 µl de caldo Sabouraud pH 7. Se emplearon cuatro pozos de la microplaca por 
levadura y la incubación se realizó durante 48 h a  42 oC y como control de crecimiento en las 
mismas condiciones del procedimiento, otra microplaca sembrada de manera similar fue 
incubada durante 48 h a 24 oC. Las cuatro réplicas del blanco fueron 50 µl de agua destilada 
estéril en los 150 µl de caldo Sabouraud pH 7. 
 
Las lecturas de densidad óptica como medida de biomasa se llevaron a cabo en un lector de 
microplacas de 96 pozos (SensIdent Scan Merck®) a una longitud de onda de 405 nm.   
 
López, 2012 
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3.4.2 Producción de proteasas. El procedimiento se llevó a cabo basado en la metodología de 
Cháves-López et al. (2011) y Grosh et al. (2006) con modificaciones. Brevemente, de una 
suspensión de las levaduras (48 h de crecimiento en PDA a 24 oC) en agua destilada estéril y 
ajustada en cámara de Neubauer a una concentración de 1x106 células.ml-1 (Nally et al., 2012), 
se tomaron 10 µl y se sembraron en discos de papel filtro estériles dispuestos en agar Leche 
(15 % leche en polvo). El período de incubación fue de 5 días a 24 oC y el control negativo fue 
agua destilada estéril. La presencia de halos de hidrólisis (cm), fue evaluada por cuadruplicado 
para todas las levaduras y se realizó una repetición en el tiempo. 
 
3.4.3 Producción de quitinasas. Se realizó una evaluación cualitativa de la actividad 
quitinolítica al emplear medio de cultivo sólido con quitina coloidal (1 %) como única fuente de 
carbono (Anexo B) (Otero, 2011; Farfán y Gutiérrez, 2009). Inicialmente las levaduras (48 h de 
crecimiento a 24 oC en medio de cultivo PDA), fueron lavadas dos veces y resuspendidas en 
agua destilada estéril. Posteriormente, cada cepa fue ajustada en cámara de Neubauer a una 
concentración final de 1x106 células.ml-1 en agua destilada estéril. Luego se inocularon 10 µl de 
la suspensión ajustada de cada levadura por triplicado en agar quitina y, se incubaron durante 
12 días a 24 oC. El control negativo fue agua destilada estéril. Al término del período de 
incubación se pretendió evaluar la presencia o ausencia de un halo de hidrólisis formado por las 
levaduras evaluadas que crecieron en el medio de cultivo, sin embargo al no encontrar la 
formación de halo incluso en el control positivo (una cepa de Streptomyces albus), se decidió 
hacer una estimación de la biomasa de crecimiento como una medida indirecta de la capacidad 
de cada levadura de emplear la quitina coloidal como única fuente de carbono y nitrógeno. 
 
3.4.4 Determinación del porcentaje de inhibición de germinación de conidias. La 
evaluación fue desarrollada en medio de cultivo líquido basada en lo reportado por Rosa et al. 
(2010) con modificaciones.  
 
Las levaduras evaluadas (con 48 h de crecimiento en PDA a 24 oC) se ajustaron en agua 
destilada estéril a la concentración de 1x106 células.ml-1 empleando cámara de Neubauer. Un 
mililitro de cada suspensión, fue adicionado a cada uno de los tubos de centrifuga de 50 mL de 
volumen total marca Falcon® los cuales habían sido previamente preparados con 9 ml de caldo 
Sabouraud Dextrosa pH: 5.6 y se dejaron en incubación a 150 rpm y 27 oC durante 48 h. Cada 
aislamiento de levadura seleccionado fue sembrado por triplicado. Transcurrido este tiempo, se 
tomó una alícuota para realizar recuentos de las levaduras en cámara de Neubauer y se realizó 
una centrifugación a 7500 rpm durante 5 minutos, con el objeto de obtener el sobrenadante el 
42 
 
cual posteriormente fue filtrado empleando una membrana con tamaño de poro de 20 µm. Las 
tres réplicas para el tratamiento negativo, fueron inoculadas con 1 ml de agua destilada estéril. 
 
En un tubo de centrifuga de 50 mL marca Falcon®, previamente preparado con 3.775 ml de 
caldo Sabouraud a pH 5.6, se adicionaron 5 ml del sobrenadante de la levadura más 1.225 ml 
del inóculo de conidias de Botrytis cinerea ajustado en cámara de Neubauer a una 
concentración de 1.5x106 conidias.ml-1 en agua destilada estéril. Todas las réplicas se 
incubaron a 150 rpm y 27 oC durante 16 h período a partir del cual, se determinó el porcentaje 
de germinación de conidias teniendo en cuenta el recuento en cámara de Neubauer para un 
total de 200 conidias y la clasificación de cada una de ellas así: a) Conidia sin germinar, b) 
Conidia con formación del tubo germinativo, c) Conidia con tubo germinativo igual a su tamaño 
y d) Conidia con tubo germinativo mínimo dos veces mayor a su tamaño. El control negativo fue 
Botrytis cinerea sin adición de sobrenadante. 
 
Además, se hizo una repetición en el tiempo con el sobrenadante de las dos levaduras que 
mostraron mayor efecto sobre la inhibición de la germinación de conidias a las 16 h y confirmar 
de este modo la tendencia del comportamiento a través del tiempo y, se determinó el efecto del 
sobrenadante de las levaduras seleccionadas a las 24 h en otra prueba independiente bajo las 
mismas condiciones experimentales de la prueba. Esto se llevó a cabo luego de haber evaluado 
el porcentaje de germinación de conidias de Botrytis cinerea a las 19, 24 y 29 h bajo las 
condiciones ya descritas. 
 
3.4.5 Compatibilidad con fungicidas. Se siguió el protocolo previamente estandarizado en el 
laboratorio de Microbiología Agrícola del IBUN. Los químicos empleados fueron Áltima® 50%, 
Switch® 62.5% y Progro® 40% cuyas concentraciones de uso comercial empleadas también 
para la evaluación fueron 0.5 ml de producto/ L de agua, 0.6 g de producto/ L de agua y 1 g de 
producto/ L de agua, respectivamente. Las otras dos concentraciones evaluadas en la 
compatibilidad para cada fungicida consistieron en una del 25 % por encima (Concentración 
alta) y otra del 25 % por debajo (Concentración Baja) de la comercial. 
 
Cada levadura de 48 h de crecimiento en agar PDA a 24 oC, fue ajustada con cámara de 
Neubauer a una concentración de 1x106 células.ml-1 en agua destilada estéril (Čadež et al., 
2010). Con escobillón estéril se sembraron masivamente y por triplicado en agar PDA, 100 µl de 
la suspensión ajustada de cada levadura. Posteriormente y por réplica, se colocaron cuatro 
discos de papel filtro (5 mm de diámetro), tres para adicionarles 10 µl de cada una de las 
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diferentes concentraciones a evaluar y el otro, para utilizarlo como control negativo con 10 µl de 
agua destilada estéril. La incubación se realizó a 24 oC y se realizaron mediciones de los halos 
de inhibición restando la medida del diámetro del halo (incluido el disco) menos el diámetro del 
disco de papel a las 48 y 66 h. Se realizó además una repetición en el tiempo.    
 
3.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
   
El análisis de datos se realizó con el paquete estadístico R versión 2.15.1 (r-project.org). La 
prueba de Barlett se empleó para el análisis de homogeneidad de varianzas y normalidad de 
todas las evaluaciones y se implementó la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
Para el análisis de resultados de la prueba de compatibilidad de fungicidas, se realizó la prueba 
de Friedman (p = 0.05).  
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4. Resultados y Discusiones 
 
4.1 CARACTERIZACIÓN E IDENTIFICACIÓN MOLECULAR 
 
La amplificación de la región ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA mediante PCR empleando los primers 
universales ITS1 e ITS4 produjeron amplicones entre los 500 y 800 pb. Por su parte, en la 
amplificación de la región divergente D1/D2 de la subunidad larga 26S del rDNA mediante el 
uso de los primers NL1 y NL2, se obtuvieron productos de PCR entre los 600 y 900 pb para las 
25 levaduras provenientes de la filósfera de cultivos de mora procedentes de los tres Municipios 
(Fusagasugá, Granada y San Bernardo) del departamento de Cundinamarca (Colombia). En las 
Figuras 10a, 10b, 11a y 11b, se muestran los resultados de la electroforesis en geles de 
agarosa de los productos de PCR obtenidos de las secuencias del DNA ribosomal realizadas.  
 
 
Figura 10a. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR en la amplificación de la región D1/D2 
del 26s rDNA con los primers NL1 y NL4 de las levaduras provenientes del Municipio de Granada 
(Cundinamarca, Colombia). HL: Marcador de peso molecular Hyperladder II (Bioline
®
) con tamaños en 
pb. 
         
 
Figura 10b. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR en la amplificación de la región D1/D2 
del 26s rDNA con los primers NL1 y NL4 de las levaduras provenientes de los Municipios de Fusagasugá 
(F) y San Bernardo (Sb) (Cundinamarca, Colombia). HL: Marcador de peso molecular Hyperladder II 
(Bioline
®
) con tamaños en pb. 
L
v
G
r1
5
L
v
G
r1
4
L
v
G
r1
L
v
G
r1
7
L
v
G
r2
0
L
v
G
r2
1
L
v
G
r2
2
L
v
G
r2
6
L
v
G
r2
L
v
G
r3
L
v
G
r7
L
v
G
r1
0
L
v
G
r1
1
500
1000 pb
400
300
600
700
800
H
L
1000 pb
300
L
v
F
4
3
L
v
F
4
4
L
v
F
3
8
L
v
S
b
2
5
L
v
S
b
2
7
L
v
S
b
3
6
L
v
S
b
2
8
L
v
S
b
2
9
L
v
S
b
3
0
L
v
S
b
3
3
L
v
S
b
3
4
L
v
S
b
3
5
H
L
  
45 
 
 
Figura 11a. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con los primers ITS1 y el ITS4 para 
amplificación de un segmento de la región que abarca el ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA de las levaduras 
provenientes del Municipio de Granada (Cundinamarca, Colombia). HL: Marcador de peso molecular 
Hyperladder II (Bioline
®
) con tamaños en pb. 
 
 
 
Figura 11b. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR con los primers ITS1 y el ITS4 para 
amplificación de un segmento de la región que abarca el ITS1-5.8s-ITS2 del rDNA de las levaduras 
provenientes de los Municipios de Fusagasugá (F) y San Bernardo (Sb) (Cundinamarca, Colombia). HL: 
Marcador de peso molecular Hyperladder II (Bioline
®
) con tamaños en pb. 
 
 
Las secuencias de DNA correspondientes a las bandas representadas en las figuras 10 -13 
fueron secuenciadas en MACROGEN (Korea) mediante el método de Sanger de acuerdo a los 
procedimientos estandarizados en dicho laboratorio. Posteriormente, una vez obtenidas las 
secuencias de DNA, se hizo uso de la herramienta “LUCY” (Chou and Holmes, 2001) para 
asegurar que las secuencias de cada levadura correspondientes a los dos marcadores 
moleculares, tuvieran la mejor calidad global posible basada en sus valores de calidad de cada 
base individual (Chou and Holmes, 2001).  
 
Para el análisis de identificación taxonómica de las levaduras basándose en dos de las regiones 
variables del operón ribosomal, se utilizó el algoritmo de alineamientos locales BLAST sobre la 
base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para seleccionar las secuencias 
homólogas más cercanas. De esta manera, se escogieron las secuencias con mayor puntaje de 
identificación y con un alineamiento cubierto por más del 90% de la secuencia problema. A 
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partir de estas secuencias se realizó posteriormente un alineamiento múltiple con la herramienta 
MUSCLE (Edgar, 2004) y se llevó a cabo el análisis de distancias para generar una topología 
que mostrara las distancias genéticas entre las secuencias de referencia y las problema usando 
el algoritmo Neighbor-Joining y la estrategia de re-muestreo Bootstrap (1000 réplicas) con la 
herramienta MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011).  
 
Los porcentajes de alta identidad obtenidos de la identificación molecular mediante las 
secuenciaciones del la región ITS1-5.8S-ITS2 y de los dominios D1/D2 del 26S rDNA para 
todas las levaduras se muestran en la Tabla 3. Estos resultados empleando ambos marcadores 
moleculares permitieron corroborar entre uno y otro, la presumible clasificación del conjunto de 
las 25 levaduras aisladas de la filósfera de mora. En este contexto se logró determinar la 
presencia de 8, 6, 6, 2 y 3 aislamientos pertenecientes a los géneros Rhodotorula, 
Sporidiobolus, Cryptococcus, Candida y Pseudozyma, respectivamente. 
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Tabla 3. Resultados del proceso de alineamiento locales BLAST sobre la base de datos del NCBI.  
Aislado de 
levadura 
Región del rDNA 
Cobertura 
(%) 
Identidad (%) 
Identificación mediante 
secuenciación de rDNA 
     
LvF38 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
99 
100 
99 
100 
Cryptococcus sp. 
LvF43 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
95 
100 
100 
100 
Sporidiobolus pararoseus 
LvF44 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
98 
97 
99 
99 
Pseudozyma sp. 
LvSb25 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
99 
99 
99 
Rhodotorula mucilaginosa 
LvSb27 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
99 
100 
99 
100 
Rhodotorula mucilaginosa 
LvSb28 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
99 
99 
100 
Sporidiobolus pararoseus 
LvSb29 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
90 
99 
99 
99 
Pseudozyma tsukubaensis 
LvSb30 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
94 
99 
98 
99 
 C. paraflavus 
Cryptococcus flavus 
LvSb33 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
93 
95 
99 
Rhodotorula minuta 
Rhodotorula sp. 
LvSb34 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
86 
99 
99 
100 
Cryptococcus magnus 
LvSb35 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
99 
99 
99 
Sporidiobolus pararoseus 
LvSb36 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
91 
99 
99 
98 
Pseudozyma tsukubaensis 
LvGr1 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
98 
100 
99 
99 
Rhodotorula sp. 
LvGr2 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
85 
97 
99 
99 
Candida hawaiiana 
LvGr3 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
95 
99 
99 
99 
Cryptococcus sp. 
C. nemorosus 
LvGr7 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
99 
100 
100 
100 
Rhodotorula ingeniosa 
LvGr10 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
87 
100 
99 
100 
Cryptococcus magnus 
LvGr11 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
87 
99 
100 
99 
Cryptococcus magnus 
LvGr14 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
97 
99 
100 
99 
Rhodotorula slooffiae 
LvGr15 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
100 
99 
99 
Sporidiobolus pararoseus 
LvGr17 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
100 
99 
100 
Sporidiobolus pararoseus 
LvGr20 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
99 
100 
99 
99 
Rhodotorula glutinis 
Rhodotorula mucilaginosa 
LvGr21 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
99 
100 
99 
Rhodotorula slooffiae 
LvGr22 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
100 
100 
99 
100 
Sporidiobolus pararoseus 
LvGr26 
ITS1-5.8S-ITS2  
D1/D2 26S 
89 
98 
99 
100 
Candida hawaiiana 
     
 
La Figura 12 muestra el el árbol de distancias obtenido de la secuenciación de los dominios 
D1/D2 de la subunidad larga (LSU) del gen 26s del rDNA para las 25 levaduras. La Figura 13 
indica el áarbol de distancias usando las secuencias del rDNA que abarcan la región ITS1-5.8S-
ITS2 para el total de las levaduras de estudio.  
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Figura 12. Árbol de distancias elaborado del análsis Neighbor-Joining basado en las secuencias de los 
dominios D1/D2 de la LSU (26S) del rDNA de las 25 levaduras. Sobre los nodos se ubica el valor de 
bootstrap en base a 1000 réplicas (valores menores al 50 % no son mostrados). Los números de acceso 
del NCBI GenBank para las secuencias mostradas del análisis se muestran en paréntesis.  
 LvSb25 
 LvSb27 
 Rhodotorula mucilaginosa (EU563932.1)
 Rhodotorula mucilaginosa (EF063138.1)
 Rhodotorula mucilaginosa (AF444738.1)
 Rhodotorula sp. (JN636808.1)
 Rhodotorula glutinis (JQ917424.1)
 Rhodotorula graminis (JX174041.1)
 LvGr1 
 LvGr20 
 Rhodotorula mucilaginosa (JQ695909.1)
 Rhodotorula mucilaginosa (FN428899.1)
 Sporidiobolus pararoseus (JN544046.1)
 Sporidiobolus pararoseus (JN940726.1)
 LvF43 
 Sporidiobolus pararoseus (JQ219312.1)
 LvGr22 
 Sporidiobolus pararoseus (AM748549.1)
 Sporidiobolus pararoseus (JX049433.1)
 LvSb28 
 LvSb35 
 LvGr15 
 LvGr17 
 Rhodotorula ingeniosa (AF189934.1)
 Rhodotorula ingeniosa (AF459706.1)
 Rhodotorula ingeniosa (AF459707.1)
 LvGr7 
 LvSb33 
 Rhodotorula sp. (EU002842.1)
 Rhodotorula minuta (AB025996.2)
 Rhodotorula slooffiae (AF189967.1)
 Rhodotorula slooffiae (AB052212.1)
 Rhodotorula slooffiae (AY167606.1)
 LvGr21 
 LvGr14 
 LvGr10 
 LvSb34 
 LvGr11 
 Cryptococcus magnus (JQ650237.1)
 Cryptococcus magnus (JQ011334.1)
 Cryptococcus magnus (JN615568.1)
 Cryptococcus flavus (FJ743627.1)
 LvSb30 
 Cryptococcus flavus (AF075497.1)
 Cryptococcus flavus (JN544028.1)
 Cryptococcus sp. (FM178289.1)
 Cryptococcus nemorosus (FN428918.1)
 Cryptococcus nemorosus (FN428944.1)
 Cryptococcus sp. (AF444699.1)
 LvF38 
 LvGr3 
 LvSb36 
 Pseudozyma sp. (AB117961.1)
 LvF44 
 Pseudozyma tsukubaensis (JQ219313.1)
 LvSb29 
 Metschnikowia orientalis (AF313363.1)
 LvGr2 
 Candida hawaiiana (AF514293.1)
 LvGr26 
100
88
88
91
100
100
67
100
67
81
100
100
88
100
100
99
65
100
71
78
100
100
97
56
51
79
94
100
66
100
64
66
0.02
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Figura 13. Árbol de distancias elaborado del análsis Neighbor-Joining basado en las secuencias de la 
región ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA. Sobre los nodos se ubica el valor de bootstrap en base a 1000 réplicas 
(valores menores al 50 % no son mostrados). Los números de acceso del NCBI GenBank para las 
secuencias mostradas del análisis se muestran en paréntesis. 
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El análisis filogenético realizado a partir de las secuencias de los marcadores moleculares 
analizados permitió agrupar, a ocho aislamientos clasificados dentro del género Rodhotorula en 
cuatro clados diferentes donde es de resaltar que incluso algunos de ellos están más 
cercanamente relacionados con especies del género Sporidiobolus que con el mismo 
Rhodotorula sugiriendo una alta homología entre las especies asociadas a estos dos géneros 
(Figuras 14 y 15). Los aislamientos LvSb25 y LvSb27 estuvieron más relacionados a R. 
mucilaginosa, LvGr1, LvGr20 y LvSb33 a Rhodotorula sp., LvGr7 a R. ingeniosa y los 
aislamientos LvGr14 y LvGr21 a R. sloffiae. Los seis aislamientos LvF43, LvSb28, LvSb35, 
LvGr15, LvGr17 y LvGr22 por su parte, estuvieron más relacionados a Sporidiobolus 
pararoseus.  
 
Asimismo, seis levaduras se identificaron como pertenecientes al género Cryptococcus de las 
cuales LvGr11, LvGr10 y LvSb34 se reconocieron como C. magnus y LvSb30, LvGr3 y LvF38 
como Cryptococcus sp. 
 
Las demás levaduras que conformaron otros dos grupos en los árboles filogenéticos, 
relacionaron en uno de ellos a LvGr2 y LvGr26 con Candida hawaiiana y en el otro, con una alta 
homología a los aislamientos LvSb29 y LvSb36 con Pseudozyma tsukubaensis y a LvF44 con 
Pseudozyma sp.  
 
Los clados formados para los géneros de Rodhotorula y Sporidiobolus agruparon el mayor 
número de levaduras antagonistas (14 de 25) provenientes de los cultivos de mora de 
Fusagasugá, San Bernardo y Granada (Cundinamarca, Colombia) y además, como se 
mencionó anteriormente, las cepas pertenecientes a estos grupos taxonómicos se agruparon 
con valores de bootstraps del 99 y 100 % sugiriendo que esos aislamientos están 
estrechamente relacionados basados en las secuencias del total de la región para ITS y del 
dominio D1/D2 del rDNA. Además, aislamientos provenientes de San Bernardo y Granada 
también fueron asociados a especies de los géneros Cryptococcus (6) y Pseudozyma (3) 
mientras que las dos únicas levaduras identificadas dentro del género Candida fueron 
provenientes de la filósfera de mora del cultivo originario de Fusagasugá.  
 
Lo anterior sugiere una posible correlación entre los géneros de microrganismos encontrados y 
los sitios de origen de las levaduras, aunque es necesario un estudio con un número más 
amplio de aislamientos para poder sacar una conclusión en este sentido. Por otro lado, merece 
mencionar que los géneros Rhodotorula, Sporidiobolus, Cryptococcus, Pseudozyma y Candida 
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en los que se identificaron los aislamientos con potencial antagonista de B. cinerea, 
previamente han sido señalados de participar en el control biológico de hongos fitopatógenos  e 
incluso cepas del género Pseudozyma, específicamente de  la especie P. flocculosa, han sido 
empleadas como agente biocontrolador de mildeos  (Mari et al., 2012; Cañamás et al., 2012; 
Medina et al., 2009; El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006; Sansone et al., 2005; Helbig, 2002; 
Saligkarias et al., 2002; Clément-Mathieu et al., 2008; Neveu et al., 2007). 
 
Los marcadores moleculares empleados en este estudio han sido ampliamente utilizados para 
la identificación molecular de levaduras (Larralde-Corona et al., 2011; Villa- Carvajal et al., 
2006, Arroyo-López et al., 2006; de Llanos et al., 2004; Sugita and Nishikawa, 2003) y de 
acuerdo a los análisis de las secuencias de los dos marcadores moleculares, se puede observar 
que  estos fueron los indicados para evaluar apropiadamente la diversidad de las 25 levaduras 
aisladas de la filósfera de mora, permitiendo la identificación  por lo menos al nivel de género y 
para la gran mayoría a nivel de especie, cuando se compararon con las secuencias de hongos 
para las regiones ITS1-5.8S-ITS2 y de dominios D1/D2 del gen 26S del rDNA que aparecen en 
la base de datos del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), siempre con porcentajes de identidad 
mayores o iguales al 98 % con la única excepción de la cepa LvSb33, que obtuvo porcentaje de 
identidad del 95 % para la región ITS. 
 
La región multi-copia ITS del DNA ribosomal es mayormente empleada para inferir las 
relaciones filogenéticas entre taxa estrechamente relacionadas de varios grupos de organismos 
(Unterseher and Schnittler, 2010) pero también, el dominio D1/D2 del 26S rDNA ha emergido 
como uno de los más importantes blancos en la identificación de levaduras (Taqarort et al., 
2008). El análisis de secuencias del D1/D2 26S rDNA tiene la ventaja de que no solamente 
permite la identificación de especies, como lo cita Martorell (2006) cuando el porcentaje de 
homología de sus secuencias es superior o igual a 99 % sino también, el análisis filogenético a 
nivel de género o familia de un aislado fúngico particular. Así, aunque algunos autores han 
señalado que es difícil deducir la posición filogenética de un género o familia de un aislamiento 
desde las regiones ITS puesto que son otro tanto más diversas que la región 26S (Sugita and 
Nishikawa 2003), los resultados permitieron corroborar por lo menos a nivel de género cada una 
de las 25 levaduras con potencial biocontrolador. 
 
Obtener resultados a nivel de género es importante para estudios como este donde se pretende 
conocer qué tipo de microorganismos del cepario al que pertenecen, están ejerciendo una 
actividad controladora promisoria contra el fitopatógeno de interés Botrytis cinerea. Sin 
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embargo, obtener resultados a nivel de especie es también relevante para tener una 
información más global junto a las caracterizaciones a nivel de biocontrol que se pueden llevar a 
cabo posteriormente. En consecuencia, los casos donde no se pudo precisar la especie cuando 
se compararon los resultados del análisis de secuencias en BLAST originadas del empleo de 
los dos marcadores moleculares como se indicó en la Tabla 3 (con porcentajes de identidad 
iguales o superiores al 99 %), es posible que se haya debido a la falta de calidad  de algunas de 
las secuencias para ITS o de los dominios D1/D2 26S rDNA en la librería de datos empleada o, 
a que es necesario hacer uso de otro tipo de marcadores moleculares que permitan una mejor 
diferenciación de las especies dentro de un mismo género como por ejemplo la secuenciación 
de un gen nuclear como el de la actina (ACT1) (Martorell, 2006). 
 
En cuanto a la identificación molecular del fitopatógeno Botrytis sp. mediante la secuenciación 
de la región ITS1-5.8S-ITS2 del rDNA, los resultados demostraron una identidad del 99 % (85 % 
de cobertura) con Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel (Botrytis cinerea Pers.: Fr), nombe 
científico que corresponde a la fase sexual del hongo B. cinerea. Esto concordó con la 
caracterización macro y microscópica realizada a la cepa de estudio en el laboratorio (Figura 14 
a y b) teniendo en cuenta el uso de claves micológicas (Gilman, 1963) y la posterior 
comparación de estas características con las reportadas en la literatura (Figura 14 c y d) 
demostrando así, que el patógeno se corresponde a la especie Botrytis cinerea. 
  
 
Figura 14. Caracterización macro y microscópica de Botrytis cinerea Pers.: Fr [teleomorfo: Botryotinia 
fuckeliana (de Bary) Whetzel]. a y b) Conidióforos (Obj. 40x y Obj. Digital 3x) y morfología de cepa 
silvestre crecida en agar PDA con 13 d de incubación a 24
o
C en oscuridad, respectivamente Fuente: 
Autora, 2011 c) Conidióforos y conidias Fuente: aces, 1997 d) Diferencias morfológicas entre aislados 
silvestres de B. cinerea crecidos en PDA durante 15 días a 20-22 
o
C en oscuridad (Izq. arriba: Cepa con 
abundantes conidióforos y conidias, derecha arriba: Micelio, abajo: cepa con abundantes esclerocios) 
Fuente: Korolev et al., 2008.    
a
b
López, 2011
López, 2011
http://web.aces.uiuc.edu/vista/pdf_pubs/62
3.pdf
d
Korolev et al., 2008
c
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4.2 EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA DE LAS LEVADURAS CONTRA 
Botrytis sp. 
 
4.2.1 Evaluación del antagonismo en condiciones in vitro. En las condiciones in vitro donde 
se evaluó la capacidad antagonista de las levaduras contra Botrytis sp. mediante la producción 
de compuestos difusibles en el agar PDA, se encontró que de las 25 cepas evaluadas en este 
trabajo, solamente Pseudozyma tsukubaensis LvSb29, formó un halo inhibitorio frente al 
fitopatógeno (Figura 15). Este resultado puede estar directamente asociado a la actividad 
antifúngica reportada para especies de Pseudozyma (Avis and Bélanger, 2002; Clément-
Mathieu et al., 2008). Se ha señalado que dicha actividad, está determinada por la secreción de 
lípidos celobiosa con actividad antifúngica contra un amplio espectro de hongos de donde a su 
vez, P. tsukubaensis ha mostrado producir una toxina killer de naturaleza proteica (mycocin) 
con un espectro de acción limitado (Goluveb, 2007; Goluveb et al., 2006). 
 
 
   
Figura 15. Antagonismo in vitro contra Botrytis cinerea en medio de cultivo PDA. a) Formación de halo 
inhibitorio b) Crecimiento de Botrytis hasta el borde de la levadura c) Crecimiento de Botrytis sobre la 
levadura. Los nombres de levaduras corresponden a ejemplos en cada categoría. Fuente: Autora, 2011.  
 
Según Avis and Bélanger (2002) y Goluveb (2007), actualmente el género Pseudozyma incluye 
alrededor de diez especies algunas de las cuales han atraído atención para aplicaciones 
biotecnológicas debido a su producción de ácido itacónico, enzimas, proteínas heterólogas, un 
glicolípido biológicamente activo (producido por P. fusiformata) contra hongos de interés clínico 
así como también, por presentar actividad biocontroladora de hongos fitopatógenos. Entre estas 
especies, Pseudozyma flocculosa ha sido la de mayor atención recibida por sus propiedades 
antagonistas contra hongos del mildeo polvoso (Hammami et al., 2011; Avis and Bélanger, 
2002), ya que libera el glicolípido floculosín que ha mostrado tener fuertes propiedades 
antifúngicas y antibacterianas en condiciones in vitro (Hammami et al., 2011). 
  
Los resultados de la prueba in vitro mostraron que 16 de las 25 cepas de levaduras evaluadas, 
identificadas dentro de los géneros Pseudozyma, Candida, Rhodotorula, Sporidiobolus y 
Cryptococcus mostraron sus capacidades biocontroladoras sobre B. cinerea ya que no 
LvSb29
(a)López, 2011
LvSb25
(b)López, 2011
LvF43
(c)López, 2011
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permitieron el desarrollo del fitopatógeno más alla del borde del crecimiento de sus colonias 
(Tabla 4).  
 
Tabla 4. Resultados de la actividad antagonista in vitro mediante una prueba de crecimiento dual de las 
levaduras contra B. cinerea en medio de cultivo PDA a los 6 días a 24
o
C.  
 
Antagonismo in vitro de levaduras
*
 contra Botrytis cinerea 
  
Categoría
a
 Procedencia
b
 Aislamiento de levadura Géneros
c
 
    
1 San Bernardo LvSb29 (4±0.32)
 d
 Pseudozyma 
  
2 Fusagasugá LvF38,  LvF44 Pseudozyma, Cryptococcus 
 San Bernardo LvSb25, LvSb28, LvSb33, LvSb36 Rhodotorula, Sporidiobolus, Rhodotorula 
Pseudozyma 
 Granada LvGr1, LvGr2, LvGr3, LvGr7, LvGr10, 
LvGr14, LvGr15, LvGr17, LvGr22, 
LvGr26  
Rhodotorula, Candida, Cryptococcus, 
Rhodotorula, Cryptococcus, Rhodotorula,   
Sporidiobolus, Sporidiobolus, Sporidiobolus 
Candida  
  
  
    
3 Fusagasugá LvF43 Sporidiobolus 
 San Bernardo LvSb27, LvSb30, LvSb34, LvSb35 Rhodotorula, Cryptococcus, Cryptococcus, 
Sporidiobolus 
 Granada LvGr11, LvGr20,  LvGr21 Cryptococcus , Rhodotorula, Rhodotorula 
    
* Levaduras provenientes de la filósfera de mora (Rubus glaucus Benth). 
a 
La categoría indica la inhibición 
del crecimiento de B. cinerea en agar PDA. Categoria: 1: Formación de halo inhibitorio (mm), 2: 
Crecimiento de B. cinerea hasta borde con la levadura y 3: Crecimiento de B. cinerea sobre la levadura. 
b
 
Municipio (Cundinamarca, Colombia) de procedencia del cultivo donde se aisló la levadura. 
c
 Géneros de 
levaduras (identificados molecularmente mediante análisis de secuencias de rDNA) incluídos en el 
agrupamiento obtenido por categoría y procedencia. 
d
 Tamaño del halo de inhibición en mm. Los 
resultados mostrados en la tabla corresponden a tres réplicas y dos repeticiones en el tiempo.  
 
En la Tabla 4 se observa que levaduras del género Pseudozyma aisladas de dos regiones 
diferentes, mostraron nuevamente actividad limitante del crecimiento de B. cinerea, así como 
también las del género Candida provenientes del municipio de Granada. Algunas de las 
levaduras pertenecientes a Rhodotorula, Cryptococcus y Sporidiobolus también limitaron el 
desarrollo del fitopatógeno en tanto que las otras ocho levaduras no lo hicieron en la evaluación 
in vitro. De acuerdo a lo anterior, del total de 25 levaduras sólo 17 de ellas presentaron 
capacidad antagonista en condiciones in vitro contra B. cinerea que además, no estuvieron 
diferenciadas en los resultados de su actividad controladora según el sitio de donde provinieron 
los cultivos de donde fueron aisladas.  
 
Por otro lado, adicionalmente se evaluó bajo las mismas condiciones la capacidad antagonista 
de las 25 levaduras contra otra cepa de Botrytis sp. aislada directamente de campo a partir de 
un cultivo de rosa (Rosa sp.). En este caso se encontró que la mayoría de las cepas no 
ejercieron actividad controladora sobre el fitopatógeno y que solamente las cepas LvSb29, 
LvGr2 y LvGr26 ubicándose dentro de la categoría 2, limitaron el crecimiento de Botrytis sp. 
hasta su borde de crecimiento en la estría (Tabla 5). 
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Tabla 5. Resultados de la actividad antagonista in vitro mediante una prueba de crecimiento dual de las 
levaduras contra una cepa de Botrytis sp. en medio de cultivo PDA a los 6 días 24
o
C.  
 
Antagonismo in vitro de levaduras
*
 contra Botrytis sp. 
  
Categoría
a
 Procedencia
b
 Aislamiento de levadura Géneros
c
 
    
1    
  
2 San Bernardo LvSb29 Pseudozyma 
 Granada LvGr2, LvGr26 Candida, Candida 
    
3 Fusagasugá LvF38,  LvF43, LvF44 Cryptococcus, Sporidiobolus,  Pseudozyma 
 San Bernardo LvSb25, LvSb28, LvSb33, LvSb36, 
LvSb27, LvSb30, LvSb34, LvSb35 
Rhodotorula, Sporidiobolus, Rhodotorula 
Pseudozyma, Rhodotorula, Cryptococcus, 
Cryptococcus, Sporidiobolus 
 Granada LvGr1, LvGr3, LvGr7, LvGr10, 
LvGr11,LvGr14, LvGr15, LvGr17,  
LvGr20,  LvGr21, LvGr22 
Rhodotorula, Cryptococcus, Rhodotorula, 
Cryptococcus, Cryptococcus, Rhodotorula, 
Sporidiobolus, Sporidiobolus, Rhodotorula, 
Rhodotorula, Sporidiobolus     
    
*Levaduras provenientes de la filósfera de mora (Rubus glaucus Benth). 
a 
La categoría indica la inhibición 
del crecimiento de B. cinerea en agar PDA. Clasificaciones: 1) Formación de halo inhibitorio (mm), 2) 
Crecimiento de B. cinerea hasta borde con la levadura y 3) Crecimiento de B. cinerea sobre la levadura. 
b
 
Municipio (Cundinamarca, Colombia) de procedencia del cultivo donde se aisló la levadura. 
c
 Géneros de 
levaduras (identificados molecularmente mediante análisis de secuencias de rDNA) incluídos en el 
agrupamiento obtenido por categoría y procedencia. Los resultados mostrados en la tabla corresponden 
a tres réplicas y dos repeticiones en el tiempo. 
 
En otros estudios similares se ha demostrado que varias especies de levaduras de diferentes 
géneros incluyendo los anteriormente mencionados, también han sido reportadas como 
controladoras de fitopatógenos. Kalogiannis et al. (2006) por ejemplo, encontraron que el 
aislado Rhodotorula glutinis Y-44 presentó mayor eficiencia en la reducción de la enfermedad 
del moho gris en tomate en comparación a otros aislados de levaduras obtenidos a partir de 
hojas del mismo cultivo.  Gholamnejad et al. (2010) reportaron que aislamientos de Candida 
membranifaciens y R. mucilaginosa fueron efectivas en el tratamiento de P. expansum con 
porcentajes de inhibición del patógeno entre el 20.59 y 61.4% en cultivo dual y Sánchez et al. 
(2008) por su parte, señalaron una inhibición de P. expansum de hasta el 67 % en condición in 
vitro (teniendo como referencia del 100 % el crecimiento del hongo en toda la caja petri de 
60x10 mm) cuando se evaluaron levaduras con capacidad antagonista dentro de las que 
identificaron a Candida incommunis, Debaryomyces hanseii, Cryptococcus albidus y 
Torulaspora spp. Entre otras especies relacionadas con actividad biocontroladora in vitro se 
mencionan Torulaspora globosa (mediante la producción de toxinas killer) y Candida intermedia 
(Rosa-Magri et al., 2011), Hanseniaspora guilliermondii, H. uvarum y Pichia anomala (Taqarort 
et al., 2008). 
 
4.2.2. Efecto de la producción de compuestos volátiles sobre el crecimiento de B. cinerea 
en condiciones in vitro. Teniendo en cuenta que la producción de compuestos volátiles es un 
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mecanismo de acción biocontroladora reportado para levaduras de acuerdo a los trabajos de 
Rosa et al., 2010 y Fialho et al. (2010), en este trabajo se decidió evaluar la capacidad de 
inhibición del crecimiento vegetativo del hongo B. cinerea a partir de la producción de 
compuestos volátiles por parte de las cepas bajo estudio. 
 
Bajo las condiciones evaluadas en medio de cultivo PDA, las 25 levaduras evaluadas 
produjeron compuestos volátiles que inhibieron significativamente el crecimiento del 
fitopatógeno (p =0.05) (Figura 16). Los resultados obtenidos con el tratamiento control 
enfrentando el hongo contra el medio de cultivo PDA, permite sugerir que la inhibición no se 
debió a productos de la respiración como el CO2 (Bastidas, 2010), sino posiblemente a la 
capacidad de las levaduras de producir compuestos volátiles antifúngicos que ejercieron un 
efecto inhibitorio sobre el desarrollo de B. cinerea. 
 
Se ha reportado que las levaduras generan variedad de sustancias volátiles antifúngicas tales 
como fenetil acetato, etil acetato, isobutil acetato, isoamil acetato, isoamil alcohol, fenetil alcohol 
y 2-pentanona (Ando et al., 2012). En levaduras como S. cerevisae se ha reportado la 
producción de compuestos orgánicos volátiles (VOCs por sus siglas en inglés), tales como 
etanol, etil acetato, 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, feniletil alcohol, alcohol isoamílico, 
alcohol isobutílico y etil octanoato (Fialho et al., 2010; Buzzini et al., 2003) y en Candida 
oleophila alcoholes como el isobutil alcohol, 2-metil-butanol e isoamil alcohol y ésteres como etil 
acetato, etil propanoato, n-propil acetato, isobutil acetato, 2-metil-butil propinoato, fenilmetil 
acetato e isoamil acetato, principalmente (Buzzini et al., 2003). De acuerdo a  Wheatley (2008) 
muchos de estos VOCs son metabolitos secundarios generados durante la actividad microbiana 
y su producción depende del microorganismo involucrado y las condiciones bajo las cuales es 
cultivado el microorganismo.  
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Figura 16. Efecto de la producción de compuestos volátiles sobre el área de crecimiento de B. cinerea en 
PDA a los 6 días de incubación. C_Neg: Control negativo o B. cinerea en medio de cultivo PDA. Los 
resultados corresponden a la media de tres réplicas con una repetición en  el tiempo. Letras distintas 
indican diferencias significativas en la comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05).  
 
De acuerdo a lo representado en la Figura 16, la reducción del crecimiento de Botrytis cinerea 
mediante la acción de compuestos volátiles producidos por las levaduras estuvo en el orden del 
44.65 (LvSb25) y el 98.6 % (LvGr15) y entre estas, un total de quince redujeron el crecimiento 
del hongo patógeno en más de un 90% (LvGr26 a LvGr15). Otros autores, también han 
reportado la acción de este mecanismo de acción biocontroladora sobre diferentes 
fitopatógenos en condiciones in vitro con la obtención de resultados eficientes similares. 
Gholamnejad et al. (2010) por ejemplo, demostraron que cepas de Candida membranfaciens y 
R. mucilaginosa tuvieron actividad antifúngica in vitro de P. expansum con porcentajes de 
inhibición que alcanzaron valores entre el 57.18- 78.94 % y el 71.86- 89.14 %, respectivamente. 
Fialho et al. (2010) a su vez, llegaron a reportar actividad antifúngica de S. cerevisiae contra el 
agente causal de la mancha negra de los cítricos Guignardia citricarpa. Cepas de esta especie, 
señalan los autores, actuaron como antagonistas del fitopatógeno alcanzando un máximo de 
capacidad inhibitoria de hasta el 87.2 % mediante la producción de compuestos volátiles 
identificados como algunos alcoholes y además de etil acetato y etil octanoato. 
 
En general, las levaduras que redujeron en mayor porcentaje el crecimiento de B. cinerea 
fueron asociadas a S. pararoseus (LvF43, LvSb28, LvSb35, LvGr15, LvGr17 y LvGr22). Esto 
concuerda con lo indicado por Huang et al. (2012) quienes evaluando una cepa de 
Sporidiobolus pararoseus YCXT3 sobre el agente B. cinerea causante de enfermedad en fresas 
de poscosecha, demostraron que el antagonista fue capaz de inhibir la germinación conidial y el 
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crecimiento micelial del fitopatógeno mediante los compuestos orgánicos volátiles producidos 
en agar YEPD (39 VOCs incluyendo principalmente el 2-etil-1-hexanol).  
 
4.2.3 Evaluación de antagonismo bajo condiciones in vivo en pétalos de rosa variedad 
vendela. En la evaluación del biocontrol de Botrytis cinerea mediante levaduras utilizando como 
sustrato pétalos de rosa en cámara húmeda, se tuvo en cuenta la escala de severidad 
desarrollada por Medina et al. (2009), que relaciona la severidad de los síntomas de la 
enfermedad con el área de necrosis (amarillamiento y en los casos más graves hasta 
esporulación) sobre la superficie de los pétalos evaluados. Se encontraron diferencias 
significativas respecto al control positivo de B. cinerea (p =0.05) para las variables Severidad de 
la enfermedad cuyo índice estuvo en un rango de 0 a 1.60 (±0.4) y Porcentaje de incidencia de 
la enfermedad con valores entre 0 y 60 % cuando se llevaron a cabo los tratamientos con las 
levaduras biocontroladoras. En el caso del tratamiento control de enfermedad, donde el agente 
fitopatógeno B. cinerea  se encontraba sin levadura, el Índice de severidad fue de 2.15 (±0.19) 
mientras que el Porcentaje de incidencia promedio fue del 73.3 % (± 10.07) en los pétalos de 
rosa variedad vendela (Figuras 19 y 20).          
 
Figura 17. Índice de severidad (IS) de la enfermedad producida por Botrytis cinerea en pétalos de rosa 
var. vendela en co-inoculación con levaduras antagonistas en condición de cámara húmeda. C_Neg: 
Control negativo o agua destilada estéril. Los datos corresponden a la media de un tratamiento con tres 
réplicas cada una con 5 pétalos. Letras distintas indican diferencias significativas en la comparación 
múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
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Figura 18. Porcentaje de incidencia de la enfermedad producida por Botrytis cinerea en pétalos de rosa 
var. vendela en co-inoculación con levaduras antagonistas en condición de cámara húmeda. C_Neg: 
Control negativo o agua destilada estéril. Los datos corresponden a la media de un tratamiento con tres 
réplicas cada una con 5 pétalos. Letras distintas indican diferencias significativas en la comparación 
múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
 
En las condiciones de cámara húmeda los resultados permitieron separar dentro de tres grupos 
los tratamientos con las levaduras (Figura 18). Así en el primero de ellos, a diez de las 
levaduras (LvSb35 hasta LvF38) que no permitieron el crecimiento del hongo (incidencia de la 
enfermedad del 0%), en el segundo grupo once de las antagonistas (LvSb27 hasta LvGr17), 
mostraron una incidencia dentro de un rango entre 6.67 a 26.67 %. En tanto que en el tercer 
grupo, formado por cuatro levaduras biocontroladoras la incidencia de la enfermedad producida 
por B. cinerea se presentó entre el 46.67 y 60 %.  
 
El análisis de correlación entre los resultados de esta prueba y los obtenidos en las 
evaluaciones de antagonismo in vitro y de producción de compuestos volátiles no mostraron 
ninguna relación significativa entre estas variables (Anexos C y D) y, aunque este tipo de 
comportamiento bajo las dos diferentes condiciones de evaluación (in vitro e in vivo) ya ha sido 
reportada (Huang et al., 2012), los resultados obtenidos en las mencionadas pruebas 
demostraron efectivamente el potencial biocontrolador de aislamientos de estas levaduras. 
 
En los tratamientos con las antagonistas, los valores más bajos o inclusive de ausencia tanto de 
severidad como de incidencia de la enfermedad causada por B. cinerea (Figuras 19 y 20) se 
debe posiblemente a la acción biocontroladora efectuada por las levaduras mediante diferentes 
mecanismos como la competencia por espacio y nutrientes o la producción de metabolitos 
secundarios,dos de los principales mecanismos de control relacionados con el mecansimo de 
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acción de las levaduras contra diferentes agentes fitopatógenos (Rosa et al., 2010; Rosa-Magri 
et al., 2011; Huang et al., 2012). 
 
Con los resultados obtenidos hasta esta fase de desarrollo del trabajo se llevó a cabo la 
selección de las levaduras antagonistas más promisorias para el biocontrol de Botrytis cinerea 
en rosas variedad vendela, con el objeto de proseguir con la evaluación in vivo. Para esta 
selección se tuvieron en cuenta los porcentajes de incidencia de enfermedad menores al 20 % 
que resultaron de la prueba de biocontrol en pétalos de rosa de este estudio, la consistencia en 
el tiempo para esta prueba antagonista in vivo en pétalos junto a dos repeticiones en el tiempo 
previamente realizadas en el Laboratorio de Microbiología Agrícola en pétalos de rosa de la 
misma variedad (Medina et al., 2009; Cotes et al., 2008; Uribe, 2012 comunicación personal), el 
porcentaje de inhibición del crecimiento de B. cinerea producto de los compuestos volátiles 
secretados por las levaduras, antagonismo in vitro e identificación molecular de las 
biocontroladoras mediante la secuenciación de regiones variables del rDNA.     
     
Asimismo, las levaduras identificadas dentro del género Pseudozyma no se incluyeron dentro 
de la selección de las diez levaduras más promisorias según los criterios establecidos, debido a 
que aun cuando es común que sus especies sean aisladas de plantas, e incluso que haya 
algunos reportes exitosos como agentes de control biológico por ejemplo con P. flocculosa 
(Clément-Mathieu et al., 2008; Hammami et al., 2011), hay algunos indicios acerca de su 
posible patogenicidad en humanos de acuerdo a Lin et al., (2008) y Hwang et al., (2010) 
quienes reportaron en muestras clínicas cepas de P. parantarctica, P. thailandica, P. antarctica 
(en muestras de sangre) y P. aphidis (en un absceso de un paciente con astrocitoma). Sin 
embargo merece mencionar que estos autores resaltaron, que es muy limitada la información 
de la significancia clínica de especies de Pseudozyma debido a la escasez de los casos 
reportados especialmente cuando la cepa fue aislada de muestras distintas a sangre (Hwang et 
al., 2010).   
 
En su lugar, especies tales como Cryptococcus magnus, Sporobolomyces roseus, Rhodotorula 
minuta y Rhodotorula mucilaginosa entre otras pertenecientes a los géneros que se mencionan, 
se han considerado como no patogénicas para humanos y de clasificación en el “nivel 1 de 
bioseguridad” (http://www.cdc.gov/od) además, se menciona que moléculas sintetizadas por 
estas levaduras pueden ser aceptables en productos farmaceúticos y alimenticios de consumo 
humano (Buzzini et al., 2005). 
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Los resultados obtenidos en cada una de las variables que se tuvieron en cuenta para la 
selección de las levaduras se muestran en el Anexo E. De las 25 antagonistas, se eligieron las 
diez levaduras que de acuerdo a los criterios arriba mencionados presentaban el mayor 
potencial como biocontroladoras de B. cinerea en flores de corte. Dichas levaduras fueron 
LvF43, LvSb27, LvSb34, LvSb35, LvGr1, LvGr2, LvGr3, LvGr10, LvGr20 y LvGr26 (Tabla 6).  
 
Las levaduras seleccionadas fueron empleadas en una evaluación posterior bajo condiciones 
controladas in vivo en flor completa y caracterización fenotípica en función de la determinación 
cualitativa de producción de enzimas del tipo proteasas y quitinasas, además de su capacidad 
de inhibir el desarrollo de conidias de B. cinerea en medio de cultivo líquido como 
características indicadoras de su potencial biopesticida, capacidad de crecimiento en diferentes 
concentraciones de tres fungicidas comúnmente empleados en el cultivo de rosas para medir la 
posibilidad de ser incluidas en programas de manejo integrado y, su capacidad de crecimiento a 
42oC como indicadora de tolerancia de crecimiento a temperaturas corporales e indicador de su 
posible comportamiento como patógeno oportunista en humanos (Cháves-López et al., 2011; 
Grosh et al., 2006; Otero, 2011; Farfán y Gutiérrez, 2009; Rosa et al., 2010; Reyes et al., 2012; 
Nally et al., 2012). 
 
Tabla 6. Resumen de resultados en variables de selección para las diez levaduras elegidas.  
Aislamiento 
levadura 
Identificación 
molecular 
Antagonismo 
in vitro Inhibición B. 
cinerea 
mediante 
compuestos 
volátiles  (%) 
Biocontrol en 
pétalos de rosa 
variedad vendela* 
Repeticiones 
en el tiempo 
1 y 2 
Categoría % Incid IS 
 
 
     
LvF43 Sporidiobolus pararoseus 3 97.6 0 0 
LvSb27 Rhodotorula mucilaginosa 3 82.9 6.7 0.1±.1 
LvSb34 Cryptococcus magnus 3 95.2 20 0.4±.5 
LvSb35 Sporidiobolus pararoseus 3 95.7 0 0 
LvGr1 Rhodotorula sp. 2 80.6 13.3 0.1±.2 
LvGr2 Candida hawaiiana 2 95.6 20 0.5±.6 
LvGr3 Cryptococcus sp. 2 83.2 6.7 0.1±.2 
LvGr10 Cryptococcus magnus 2 95.4 6.7 0.3±.5 
LvGr20 Rhodotorula sp. 3 67.5 0 0 
LvGr26 Candida hawaiiana 2 91.1 6.7 0.1±.1 
      
% Incid = Porcentaje de Incidencia e IS = Índice de Severidad. 
*Los resultados de porcentaje de incidencia e índices de severidad corresponden a la evaluación 
realizada en este estudio. 
 
4.2.4 Evaluación biocontroladora bajo condiciones in vivo en flor completa de rosa 
variedad vendela tipo exportación. La actividad antagonista ejercida por las diez levaduras 
seleccionadas para el tratamiento de la enfermedad causada por Botrytis cinerea, mostró 
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diferencias significativas (p =0.05) en condiciones in vivo en  flor completa de rosa variedad 
vendela para las variables índice de severidad e incidencia de la enfermedad (Figuras 21 y 22).  
 
Figura 19. Índice de severidad (IS) de la enfermedad producida por B. cinerea en pétalos de flor 
completa variedad vendela tipo exportación en tratamiento con levaduras antagonistas. C_Neg: Control 
negativo (agua destilada estéril). C_Químico: Control Químico Progro a la dosis comercial (1 g*L
-1
 de 
agua). Tratamientos con los aislamientos LvF43 y LvSb35: S. pararoseus, LvSb27: R. mucilaginosa, 
LvSb34 y LvGr10 C. magnus, LvGr1: Rhodotorula sp., LvGr20: Rhodotorula sp., LvGr26 y LvGr2: C. 
hawaiiana, LvGr3: Cryptococcus sp. Los datos corresponden a la media de tres réplicas por tratamiento 
cada uno con 15 flores. Letras distintas indican diferencias significativas en la comparación múltiple de 
Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
 
 
 
Figura 20. Porcentaje de incidencia de la enfermedad producida por Botrytis cinerea en pétalos de flor 
completa variedad vendela tipo exportación en tratamiento con levaduras antagonistas. C_Neg: Control 
negativo o agua destilada estéril. C_Químico: Control Químico Progro (1 g*L
-1
 de agua). LvF43 y LvSb35: 
S. pararoseus, LvSb27: R. mucilaginosa, LvSb34 y LvGr10 C. magnus, LvGr1: Rhodotorula sp., LvGr20: 
Rhodotorula sp., LvGr26 y LvGr2: C. hawaiiana, LvGr3: Cryptococcus sp. Los datos corresponden a la 
media de tres réplicas por tratamiento cada uno con 15 flores. Letras distintas indican diferencias 
significativas en la comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
 
Como se observa en la Figura 19, el índice de severidad de la enfermedad causada por B. 
cinerea fue en promedio de 2.08 (±0.31). Los aislamientos LvGr20, LvGr26, LvGr10, LvGr2, 
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LvGr3 e incluso el aislamiento LvGr1, mostraron actividad biocontroladora significativa (p =0.05) 
contra B. cinerea reduciendo el índice de severidad (IS <1.05) en los pétalos de la flor completa 
aunque las levaduras LvGr2 y LvGr3 tuvieron tendencia a ser más eficientes en la disminución 
de la severdidad de la enfermedad (IS <0.85). Asimismo, se resalta que los índices de 
severidad de las antagonistas LvGr20, LvGr26, LvGr10, LvGr2 y LvGr3 (IS <0.97) fueron 
estadísticamente similares (p =0.05) al control químico cuyo tratamiento mostró menor 
severidad de la enfermedad en los pétalos de la flor, resultado que  equivale a un porcentaje 
entre el 1 y el 25 % de severidad de la enfermedad de acuerdo a la tabla de severidad 
empleada en este trabajo (Medina et al., 2009).  
 
De manera similar y comparando con el tratamiento control del patógeno, hubo una tendencia a 
la disminución del porcentaje de incidencia de la enfermedad a resaltar desde el 30.08 (±7.57) 
al 47.2 (±4.16) % con el manejo de los agentes biocontroladores LvGr20, LvSb34, LvGr2, 
LvGr1, LvGr10, LvGr26 y LvGr3 aunque el control químico siempre sobresalió con el menor 
porcentaje de incidencia de la enfermedad  del moho gris (67.48 ±19.43 %) (Figura 20). Por  
otra parte y para esta misma variable, nuevamente los tratamientos con LvF43, LvSb35 y 
LvSb27 fueron los que tuvieron un menor efecto controlador con una baja tendencia de 
reducción de la enfermedad (14.02 ±13.26 % a 24.39 ±4.0 %) (Figura 19). 
 
Cryptococcus sp.  LvGr3 presentó la tendencia más baja en severidad (0.83 ±0.16) e incidencia 
de la enfermedad (43.33 ±4.16 %). Respecto al control del patógeno, esto demuestra una 
reducción de la incidencia de hasta el 47.2 %. Cryptococcus magnus LvGr10 por su parte, 
mostró en  equivalencia la misma tendencia directa de menor severidad (0.85 ±0.11) y bajo 
porcentaje de incidencia (50.67 ±1.15 %) correspondiente al 38.21 % de reducción de la 
enfermedad (Figuras 21 y 22). 
 
Los resultados de acción biocontroladora para las diez levaduras seleccionadas obtenidos de 
las evaluaciones realizadas en cámara húmeda sobre los pétalos de rosa y en condiciones in 
vivo sobre flor completa, no mostraron correlación entre las variables índice de severidad (r= 
0.321, P ≤ 0.05) ni porcentaje de incidencia de la enfermedad (r= 0.218, P ≤ 0.05). La falta de 
correlación entre el comportamiento de las levaduras in vivo tanto en cámara húmeda como en 
flor completa, pudo estar influenciada por las diferencias en términos de las condiciones de 
evaluación de las dos metodologías.   
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En primer lugar, la forma en que se aplicó el inóculo de las levaduras sobre el sustrato en la 
realización de ambos experimentos pudo implicar efectos desventajosos en la evaluación in vivo 
en flor dado que la aplicación de las levaduras, fue realizada en forma de suspensión acuosa 
sin ningún tipo de coadyudante de formulación (ej: un agente adherente). Se observó que una 
gran parte del inóculo que había sido aplicado con atomizador, al término de las 20 a 22 horas, 
se acumuló en grandes gotas que se formaron hacia la base de la bolsa con la que se selló 
cada unidad experimental (Figura 21). Esta situación pudo haberse generado debido al tamaño 
de gota producido por el aspersor empleado para este trabajo, la ausencia de un adherente en 
la suspensión acuosa y la propia manipulación de las bolsas plásticas con la finalidad de 
mantener la condición de alta humedad y fomentar el desarrollo de la enfermedad, afectando 
posiblemente, la completa permanencia del inóculo sobre la superficie de la flor.  
 
 
Figura 21. Montaje de los ensayos en pétalo de flor después de aplicado el agente fitopatógeno y el 
agente biocontrolador. El círculo muestra la acumulación del inóculo de las levaduras observado a las 22 
horas de iniciado el montaje. Fuente: Autora, 2012. 
 
 
Siendo menor la cantidad de inóculo del antagonista que pudo haber permanecido sobre la 
superficie del pétalo, es posible que el período al que se expuso la levadura al sustrato antes de 
la adición del fitopatógeno, no haya sido el suficiente para que las biocontroladoras hayan 
establecido e iniciado así su actividad metabólica de adaptación al nuevo nicho, alcanzando, 
como sería de esperar, alguna ventaja de crecimiento frente a B. cinerea. 
 
Por otra parte el ensayo desarrollado bajo las condiciones de flor completa claramente presentó 
unas condiciones altamente favorables para el agente fitopatógeno: En primer lugar en dicho 
ensayo se aplicó una mayor cantidad de inóculo del fitopatógeno tanto por el aplicado en forma 
de conidias en cada flor, como por el que aparentemente estaba presente en las flores traídas 
de campo, las cuales fueron obtenidas de un corte comercial sin ningún tratamiento poscosecha 
(Rodríguez, 2012 comunicación personal). Esto es evidente ya que incluso las flores de corte 
sin aplicación del hongo B. cinerea, presentaron niveles de infección con un índice de severidad 
López, 2012 
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(IS) de 0.28 (±0.05) y un porcentaje de incidencia de 13.33 (±1.15) % (Control Negativo en 
Figuras 21 y 22). 
 
Es importante anotar que una disminución en el inóculo de las levaduras empleadas puede 
tener un efecto significativo en la eficiencia del control de un fitopatógeno, toda vez que se ha 
demostrado que la acción del patógeno obedece a una dosis-respuesta como lo demostraron 
Zhang et al. (2011), quienes al aplicar concentraciones reducidas de la suspensión de levadura 
P. guilliermondii cepa M8 (109, 108, 107 y 106 células.ml-1) encontraron disminución de la 
enfermedad en manzana causada por B. cinerea en 100, 66.7, 47.9 y 35.2 %, respectivamente. 
De otro lado, Huang et al. (2012) también señalan el mismo tipo de comportamiento en la 
inhibición de la enfermedad causada por B. cinerea en fresas utilizando una cepa de 
Sporobolomyces pararoseus cepa YCXT3. Ellos determinaron que en co-inoculación con el 
fitopatógeno (106 conidias.ml-1) y a concentraciones de 105 y 106 células.ml-1 de levadura, hubo 
una reducción de la incidencia significativamente menor al control del 39 y 48%, 
respectivamente. Gholamnejad et al. (2011) además, indicaron efectivamente que la capacidad 
de biocontrol de P. expansum mejoró con el incremento de la concentración de la levadura 
antagonista C. membranfaciens cepa A2.  
   
Son pocos los reportes encontrados en la literatura que relacionan el biocontrol poscosecha en 
el cultivo de rosas. Sin embargo, los resultados de este estudio concuerdan con los de Tatagiba 
et al. (1998). Estos autores empleando botones de rosas cv. Kiss y bajo condiciones similares a 
las desarrolladas aquí, determinaron luego de 96 h de la inoculación con B. cinerea (104 
conidias.ml-1) que las cepas de levadura Candida sp. LP153, Sporobolomyces sp. LP3, 
Cryptococcus sp. LP58, Rhodotorula sp. LP151 y Cryptococcus sp. LP167 (cada una a 
concentraciones de 107 células.ml-1) en promedio suprimieron con el 18, 28, 42, 42 y 32 %, 
respectivamente de la lesión causada por el fitopatógeno. Como ya se mencionó anteriormente, 
para el estudio aquí desarrollado se obtuvieron valores de reducción de enfermedad dentro del 
rango de 14.02 al 47.2 % para las levaduras evaluadas, lo cual muestra que a pesar de los 
inconvenientes metodológicos en términos de la aplicación de la suspensión microbiana, los 
aislamientos evaluados presentan un gran potencial para ser desarrollados para su aplicación 
como agentes biocontroladores. 
 
Los resultados de Tatagiba et al. (1998) y este estudio coinciden en que las levaduras del 
género Cryptococcus tuvieron la mejor tendencia en reducir el porcentaje de incidencia de la 
enfermedad causada por B. cinerea en pétalos de rosa cuando se empleó la flor completa (del 
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32 al 42 % y 30.08 al 47.2 %, respectivamente), aunque merece mencionar igualmente que en 
promedio, los porcentajes para los tratamientos con las levaduras del género Rhodotorula no 
estuvieron tan apartados (del 42 % y en el rango de 24.39 al 36.59 %, para el estudio de 
Tatagiba et al. (1998) y este estudio, respectivamente).  Caso contrario, las cepas del género 
Candida de este estudio demostraron mayores porcentajes de reducción de la enfermedad en 
pétalos de rosa (entre el 35.77 y 40.65 %) en comparación a los mencionados autores (18 %).  
 
Tatagiba et al. (1998) también encontraron porcentajes de reducción de incidencia de la 
enfermedad más favorables sobre pétalos en condición de cámara húmeda (entre el 90 al 99 
%), que en los resultados en botones de rosa, sugiriendo estos mismos autores, que entre las 
variables que pudieron haber afectado la actividad biocontroladora se incluyeron: la 
concentración del inóculo de los antagonistas, concentración y etapa de desarrollo del patógeno 
en el hospedero, tiempo y método de inoculación de los antagonistas y el patógeno, humedad y 
el potencial de agua sobre los tejidos muertos y, la adaptación de los microorganismos a los 
tejidos del hospedero incluyéndose en ésta las relaciones nutricionales que pueden ser de 
importancia crítica en el control biológico.   
 
No obstante, aun cuando en este estudio los resultados obtenidos de la evaluación 
biocontroladora de las levaduras en flor completa de rosa variedad vendela estuvieron por 
debajo de la efectividad proporcionada por el tratamiento químico como ya se observó (Figuras 
21 y 22), el haber conseguido una menor severidad de la enfermedad en comparación al testigo 
con el fitopatógeno y una reducción del porcentaje de incidencia del moho gris de hasta el 47.2 
%, e incluso en 5 de los aislamientos evaluados valores estadísticamente similares al control 
químico (Figura 20), significa que algunas de las cepas de levaduras evaluadas tienen un 
potencial biocontrolador promisorio que puede ser explotado para contrarrestar la presencia de 
esta enfermedad en el cultivo de rosas. 
 
4.3 CARACTERIZACIÓN FENOTÍPICA DE LAS LEVADURAS ANTAGONISTAS MÁS 
PROMISORIAS 
 
4.3.1 Evaluación de crecimiento a 42 oC. La capacidad de las levaduras de crecer a la 
temperatura de 42 oC fue evaluada por ser ésta una característica asociada a la patogenicidad 
a humanos de aislados virulentos (Nally et al., 2012; de Llanos et al., 2006) en adición, a la 
evaluación del potencial de crecimiento a 37 oC realizada previamente a estas levaduras en su 
caracterización ecofisiológica (Cotes et al., 2008; Medina et al., 2009). Como era de esperar, 
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hubo diferencias significativas entre los resultados de crecimiento a 25 y 42 oC (p =0.05). Sin 
embargo, ninguna de las 25 levaduras presentó crecimiento a la temperatura de 42oC (Tabla 7), 
resultados que fueron también confirmados en agar PDA, donde ninguna de las levaduras 
sembradas en este medio de cultivo e incubadas durante 48 h a 42 oC presentaron crecimiento 
alguno de colonias mientras que, el control para cada una de las cepas sembradas durante el 
mismo tiempo de incubación a 24 oC, siempre fue positivo para todos los casos.   
 
Tabla 7. Resultados del crecimiento de las levaduras en medio de cultivo Sabouraud líquido durante 48 
horas a 24 y 42 
o
C. 
 
Levadura 
Crecimiento en medio Sabouraud líquido pH: 7 
Lectura en DO= 405 nm 
42 
o
C 24 
o
C 
   
   
Control negativo 0.02 ±0.01 abcde 0.00 ±0.00 a 
LvGr2 0.03 ±0.00 f 0.88 ±0.03 f 
LvF44 0.03 ±0.00 afg 0.41 ±0.03 efg 
LvSb36 0.03 ±0.01 adfg 0.23 ±0.07 befgh 
LvGr26 0.03 ±0.00 adfg 0.77 ±0.01 fg 
LvSb28 0.03 ±0.00 adfg 0.05 ±0.01 ad 
LvF43 0.03 ±0.00 acdfg 0.25 ±0.01 befgh 
LvSb25 0.03 ±0.00 acdfg 0.22 ±0.10 bcegh 
LvGr17 0.03 ±0.00 fg 0.03 ±0.00 ad 
LvSb33 0.03 ±0.00 f 0.20 ±0.04 bcegh 
LvGr11 0.03 ±0.00 afg 0.09 ±0.04 acd 
LvGr1 0.02 ±0.00 abcdfg 0.28 ±0.13 befgh 
LvF38 0.02 ±0.02 abcdfg 0.13 ±0.04 abcd 
LvGr20 0.02 ±0.01 abcdeg 0.42 ±0.28 efgh 
LvGr22 0.02 ±0.01 bcde 0.15 ±0.02 abcd 
LvGr14 0.02 ±0.00 bcde 0.15 ±0.01 bcd 
LvSb29 0.01 ±0.01 bce 0.34 ±0.00 efgh 
LvSb35 0.01 ±0.01 bce 0.16 ±0.02 bcdh 
LvGr21 0.01 ±0.00 bce 0.22 ±0.00 befgh 
LvSb34 0.00 ±0.01 bce 0.22 ±0.10 bcegh 
LvGr15 0.00 ±0.01 bce 0.22 ±0.14 bceh 
LvGr7 0.00 ±0.01 bce 0.08 ±0.01 acd 
LvSb30 0.00 ±0.00 bce 0.09 ±0.00 acd 
LvSb27 0.00 ±0.00 bce 0.24 ±0.04 befgh 
LvGr10 0.00 ±0.00 bce 0.09 ±0.03 acd 
LvGr3 0.00 ±0.00 e 0.18 ±0.03 bceh 
   
   
Los resultados corresponden a la media de cuatro réplicas. En cada columna, letras distintas indican 
diferencias significativas en la comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
 
 
Los resultados negativos de crecimiento a 42 oC para cada una de las especies de levaduras 
Sporodiobolus pararoseus, Cryptococcus flavus, Cryptococcus magnus, Rhodotorula 
mucilaginosa, Rhodotorula ingeniosa y Pseudozyma tsukubaensis también fueron 
reconfirmados según la información referenciada en la página web del Centro de Biodiversidad 
de Hongos- CBS-KNAW (www.cbs.knaw.nl/). 
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4.3.2 Determinación de la producción de proteasas. Con el objeto de seguir indagando en el 
mecanismo de acción de los aislamientos seleccionados, se evaluó la capacidad de producción 
de proteasas de cada cepa. En este sentido de acuerdo a la prueba cualitativa, doce levaduras 
presentaron capacidad proteolítica positiva en agar leche (Figura 22a) con diámetros de halo de 
hidrólisis que variaron en su orden de menor a mayor entre los 0.23 (±0.03) y 1.72 (±0.06) cm 
(Figura 23).  
 
Según estos resultados, las levaduras identificadas como Rhodotorula ingeniosa LvGr7, 
Pseudozyma tsukubaensis LvSb36, Pseudozyma tsukubaensis LvSb29, Cryptococcus magnus 
LvGr10 y Pseudozyma sp. LvF44, fueron las que mostraron la mayor actividad proteolítica de la 
caseína de la leche después de un período de 5 d a 24 oC de incubación con diámetros de las 
zonas de aclaramiento de 1.72 (±0.06), 1.37 (±0.15), 1.27 (±0.23), 1.20 (±0.07) y 1.04 (±0.13) 
cm, respectivamente (Figura 23). 
 
 
Figura 22. Determinación de la presencia o ausencia de halo hidrólitico en agar leche. a) Halo de 
hidrólisis formado por la levadura LvGr7 luego de 5 d a 24
o
C b) Ausencia de halo con la cepa LvGr20. 
Fuente: Autora, 2012. 
 
Figura 23. Halos de hidrólisis formados por las levaduras en agar leche a los 5 días de incubación y a 
24
o
C. C_Neg: Control negativo o agua destilada estéril. Los resultados corresponden a la media de 
cuatro réplicas con una repetición en el tiempo. Letras distintas indican diferencias significativas en la 
comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05).  
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Autores como Corbaci et al. (2012) han reportado a Yarrowia lipolytica y cepas de 
Debaryomyces hansenii como levaduras con actividad proteolítica hacia la caseína. En los 
resultados de este estudio (Figura 23), la actividad proteolítica más destacada fue dada para 
todas las levaduras pertenecientes al género Pseudozyma sp. (LvSb36, LvSb29 y LvF44) lo que 
coincide con resultados positivos de actividad proteasa de otros autores en cepas 
pertenecientes a este género tales como Pseudozyma floculosa y Pseudozyma antarctica (Avis 
et al., 2005) y con, el resultado de correlación con la actividad antagonista in vitro de LvSb29 
(Anexo C) que demostró que las levaduras dentro de la categoría 1 (Tabla 4) presentaban 
mayor probabilidad de producir este tipo de enzimas líticas. De otra parte, no hubo correlación 
(Prueba Pearson) entre la producción de estas enzimas líticas y las otras variables medidas 
para las 25 levaduras tales como la capacidad de producir compuestos volátiles y de 
biocontrolar el fitopatógeno en la prueba in vivo sobre pétalos de rosa (Anexo D). 
 
El género Sporidiobolus también se destacó (Figura 23) debido a que el 83.3 % (5 de 6) de las 
levaduras identificadas dentro de este género (LvF43, LvSb35, LvGr17, LvSb28 y LvGr22) 
presentaron resultados positivos a la actividad proteolítica. Por su parte, la ausencia de 
actividad proteasa para levaduras como LvGr2 y LvGr26 (del género Candida) (Figura 23), 
coincidió con algunos de los resultados de Pereira et al. (2011) y Corbo (2001), quienes 
tampoco encontraron la producción de enzimas proteolíticas en cepas de Candida sp., C. 
fermentati, C. membranifaciens, C. saitoana, C. catenulata, C. sake y C. zeylanoides. En caso 
contrario, Bar-Shimon et al. (2004) demostraron una respuesta positiva a la producción de 
enzimas degradadoras de pared celular como las proteasas en una cepa dentro del mismo 
género e identificada como Candida oleophila Montrocher (cepa 182). 
  
La importancia de las proteasas secretadas por muchos hongos, radica en que son 
componentes críticos de su capacidad para colonizar diferentes tipos de hábitats (Gonzáles-
López et al., 2002). En microorganismos biocontroladores de fitopatógenos, se ha señalado que  
el complejo grupo de enzimas extracelulares que incluye las proteasas, exo-β-1,3-glucanasas y 
quitinasas principalmente, es un factor clave en la lisis o degradación de la pared celular del 
patógeno hospedero durante el micoparasitismo (Infante et al., 2009; Verma et al., 2007). La 
participación de todas estas enzimas sugiere que estas también juegan un papel importante en 
el mecanismo de acción de las levaduras antagonistas (Bar-Shimon et al., 2004).  
 
Teniendo en cuenta lo anterior, es posible que algunas de las cepas que no mostraron actividad 
hidrolítica de la caseína en agar leche (Figura 23) y pertenecientes a los géneros Cryptococcus, 
70 
 
Rhodotorula, Sporidiobolus y Candida estén ejerciendo parte de su actividad biocontroladora 
mediante la producción de otro tipo de enzima degradadora distinto a las proteasas o inclusive, 
a través de otro mecanismo de acción. Además, el diferente tipo de respuesta obtenido de las 
levaduras también pudo haber estado influenciado por la combinación de estímulos ambientales 
incluyendo la disponibilidad de nutrientes, pH y temperatura de incubación (Gonzáles-López et 
al., 2002). 
  
4.3.3 Determinación de la producción de quitinasas. En la determinación de la capacidad de 
producir quitinasas en medio de cultivo sólido suplementado con quitina coloidal (1%) como 
única fuente de carbono, se esperaba obtener una zona clara alrededor de la colonia de la 
levadura producto de la acción de la enzima quitinasa, la cual rompe los enlaces β-1,4-
glicosídicos de quitina en oligómeros y monómeros (Chanchaichaovivat et al., 2008). En 
ninguna de las diez levaduras seleccionadas y evaluadas, se logró obtener halos de hidrólisis 
sin embargo, sí se observó la formación de colonias definidas por parte de las levaduras a los 5 
d de incubación, lo que de alguna forma indica que las levaduras están creciendo a partir de la 
quitina como fuente de carbono.  
 
Debido a que en un período de  hasta 12 d de incubación no se observó ninguna zona de 
aclaramiento en al agar quitina incluso en la cepa de control positivo Streptomyces albus, se 
decidió realizar una medición indirecta de la producción de quitinasas en relación al número 
aproximado de levaduras que se desarrollaron en cada una de las colonias, tomando ésta como 
una medición indirecta de la biomasa producida a expensas de la utilización de quitina. Merece 
mencionar que con el objeto de descartar un crecimiento originado como consecuencia de 
residuos de nutrientes del medio de cultivo empleado para la formación del inóculo de las 
levaduras, se realizaron varios lavados en agua destilada estéril antes de ajustar la 
concentración de los inóculos al inicio de la evaluación.  
 
Con el objeto de estimar la medición indirecta de la producción de quitinasas, lo que se hizo fue 
tomar asadas y toda la fracción de agar donde se había desarrollado la colonia de cada 
levadura y se resuspendió en 1 ml de agua destilada estéril posteriormente, cada fracción de 
agar fue sometida a agitación en vórtex (Fischer®) durante 1 min. Finalmente, se llevó a cabo 
una estimación de la biomasa microbiana en cámara de Neubauer del número total de 
levaduras crecidas a partir de 10 µl del inóculo inicial (1x106 células.ml-1 en agua destilada 
estéril). Este procedimiento se realizó para cada una de las tres réplicas por levadura. 
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Para la segunda repetición en el tiempo realizada, las levaduras presentaron el mismo 
comportamiento de ausencia de halos de hidrólisis visibles en el agar quitina pero igualmente 
todas mostraron crecimiento. Los resultados de la determinación de la producción de estas 
enzimas hidrolíticas por medio del crecimiento en agar quitina se muestran en la Tabla 8. 
 
 Tabla 8. Resultados de capacidad de crecimiento de las levaduras en agar quitina. 
Levadura Crecimiento en agar quitina 
Recuento* (células.ml
-1
) 
   
   
Control negativo - 
Rhodotorula mucilaginosa LvSb27 1,16x10
7
 bc 
Sporidiobolus pararoseus LvSb35 1,06x10
7
 b 
Rhodotorula sp. LvGr1 1,01x10
7
 bc 
Sporidiobolus pararoseus LvF43 9,37x10
6
 bc 
Rhodotorula sp. LvGr20 8,82x10
6
 bcd 
Candida hawaiiana LvGr2 1,44x10
7
 b 
Candida hawaiiana LvGr26 1,03x10
7
 bcd 
Cryptococcus sp. LvGr3 2,28x10
6
 acd 
Cryptococcus magnus LvGr10 2,17x10
5
 ad 
Cryptococcus magnus LvSb34 7,50x10
4
 a 
   
   
* Hace referencia a un rango estimado de la biomasa que creció en el agar quitina. Los resultados 
mostados en las columnas corresponden al promedio de tres réplicas en dos repeticiones en el tiempo al 
término de 12 días y a 24
o
C de incubación. 
 
Los resultados obtenidos y que muestran el crecimiento de las levaduras en medio de cultivo 
con quitina coloidal como única fuente de carbono (Tabla 8) permiten inferir, que las levaduras 
evaluadas tienen la capacidad de producir enzimas hidrolíticas del tipo quitinasas. 
   
Rhodotorula glutinis, Pichia guilliermondii, Candida oleophila, Aureobasidium pullulans, 
Metschnikowia pulcherrima también han sido reportados como microorganismos 
biocontroladores productores de enzimas hidrolíticas entre las que se incluyen las quitinasas 
(Bar-Shimon et al., 2004; Chanchaichaovivat et al., 2008; Saligkarias et al., 2002; Zhang et al., 
2011; Saravanakumar et al., 2009). Estas enzimas líticas han sido involucradas en la 
generación de un efecto inhibitorio sobre hongos patógenos al degradar su pared celular 
(compuesta principalmente por quitina, glucano y quitosán) mediante el rompimiento de los 
complejos polímeros de polisacáridos en unidades más pequeñas que sirven como fuente de 
carbono para el crecimiento de las levaduras y por ende la rápida colonización de la superficie 
de heridas (Sharma et al., 2009; Bar-Shimon et al., 2004). 
 
La determinación de que las cepas de levaduras pertenecientes a los géneros Rhodotorula, 
Candida, Sporidiobolus y Cryptococcus de este estudio presentan adicionalmente la capacidad 
de producir quitinasas, constituye un avance importante en la caracterización de los 
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mecanismos de acción de estos microorganismos ya que esto se constituye en un prerrequisito 
para mejorar y controlar la actividades biocontroladoras de cada levadura bajo estudio y así 
mismo establecer un criterio de tamizaje en la búsqueda de nuevos potenciales antagonistas 
contra el agente fitopatógeno B. cinerea (Zhang et al., 2011). 
 
4.3.4 Determinación del porcentaje de inhibición de germinación de conidias. La 
capacidad de inhibir la germinación de conidias de Botrytis cinerea, se determinó mediante la 
evaluación del efecto de los sobrenadantes obtenidos del crecimiento de las levaduras 
seleccionadas en medio de cultivo líquido (Anexo F), sobre las conidias del fitopatógeno (Figura 
24). En la Figura 25 se muestran los resultados de la reducción de los porcentajes de 
germinación de las conidias de B. cinerea luego de ser incubados durante 16 horas, en 
presencia de los metabolitos secundarios previamente producidos por las levaduras 
antagonistas seleccionadas luego de ser crecidas por 48 horas en medio de cultivo líquido 
Sabouraud y de filtrarlos mediante membranas de 20 µm. Con excepción de los aislamientos 
LvGr20, LvGr26 y LvGr3, las levaduras evaluadas ejercieron una actividad inhibitoria 
significativa (p=0.05, respecto al control), sobre el desarrollo de las estructuras reproductivas 
asexuales del patógeno.    
 
   
Figura 24. Clasificación del estado de germinación de las conidias de Botrytis cinerea. (Objetivo 40x y 
Zoom digital 3x) (a) Conidia sin germinar (b) Conidia con formación del tubo germinativo (c) Conidia con 
tubo germinativo igual a su tamaño (d) Conidia con tubo germinativo mínimo dos veces mayor a su 
tamaño. Fuente: Autora, 2012 
 
 
Figura 25. Efecto de los extractos filtrados del cultivo de las levaduras sobre la germinación y el 
desarrollo de conidias de B. cinerea a las 16 h de incubación. Barras de izquierda a derecha para cada 
tratamiento: Conidias sin germinar, Conidias con formación del tubo germinativo, Conidias con tubo 
(a) (b) (c) (d)
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germinativo igual a su tamaño y Conidias con tubo germinativo mínimo dos veces mayor a su tamaño. 
Los datos mostrados corresponden a la media de tres réplicas y diferentes letras en las barras de la 
misma categoría de desarrollo de la conidia, indican diferencias significativas con la comparación múltiple 
de Kruskal-Wallis (p = 0.05).  
 
 
De acuerdo a lo observado en la Figura 25, Los tratamientos con los sobrenadantes producidos 
por siete de las levaduras pertenecientes a los géneros Sporidiobolus (LvSb35 y LvF43), 
Rhodotorula (LvGr1 y LvSb27), Cryptococcus (LvGr10 y LvSb34) y Candida (LvGr2), se 
destacaron por su capacidad para inhibir la germinación de las conidias de B. cinerea, lo cual se 
refleja por el aumento entre el 12.17 (LvF43) y el 22.67 % (LvSb35) en el número de conidias 
sin germinar respecto al control negativo (p= 0.05). De otro lado, los extractos filtrados de las 
levaduras LvGr3, LvGr26 y LvGr20 únicamente inhibieron entre un 2.50 (LvGr20) y un 6.67 % 
(LvGr3), el total de conidias sin germinar respecto al control negativo (p= 0.05). 
 
Teniendo en cuenta los resultados anteriores, se evaluaron posteriormente empleando la misma 
metodología, diferentes tiempos de germinación de las conidias de Botrytis cinerea para 
encontrar un tiempo en el que el porcentaje de las estructuras reproductivas del patógeno 
presentaran un mayor nivel de germinación (respecto al 40.83 % encontrado a las 16 h en la 
Figura 25) y así tener la posibilidad de obtener un mayor contraste en términos del efecto 
inhibitorio de la germinación de conidias con el tratamiento de los sobrenadantes de las 
levaduras. 
 
Para ello,  se realizó un seguimiento del desarrollo de las conidias de Botrytis cinerea (un total 
de 200 conidias por réplica) para tres réplicas en medio de cultivo líquido Sabouraud pH: 5.6 sin 
adición de sobrenadantes (equivalente a lo que se describe como  control negativo en la 
evaluación a las 16 horas) durante 16, 19, 24 y 29 horas de incubación en las mismas 
condiciones mantenidas de las pruebas anteriores (Figura 26). 
 
Figura 26. Desarrollo de las conidias de B. cinerea entre las 16 y 29 horas. Barras de izquierda a 
derecha para cada hora de lectura: Conidias sin germinar, Conidias con formación del tubo germinativo, 
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Conidias con tubo germinativo igual a su tamaño y Conidias con tubo germinativo mínimo dos veces 
mayor a su tamaño. Los datos mostrados corresponden a la media de tres réplicas y diferentes letras en 
las barras de la misma categoría de desarrollo de la conidia, indican diferencias significativas con la 
comparación múltiple de Kruskal-Wallis (p = 0.05). 
 
 
Los porcentajes de conidias sin germinar de las 19, 24 y 29 horas tal como se señala en la 
Figura 26, mostraron diferencias significativas respecto a las 16 horas de incubación más no 
para la comparación entre estos tiempos y el porcentaje de conidias con el tubo germinativo 
más desarrollado. Teniendo en cuenta que a las 19, 24 y 29 horas el porcentaje de conidias sin 
germinar fue mayor al de las 16 horas pero similar entre ellos, se seleccionó las 24 horas  como 
el tiempo más adecuado para la determinación del efecto de los sobrenadantes sobre el 
desarrollo de las conidias de B. cinerea, ya que de existir cualquier inhibición en la germinación 
de las conidias, ésta podría ser observada en ese tiempo y desde el punto de vista logístico era 
un tiempo adecuado para preparar y evaluar los resultados obtenidos. 
 
Las levaduras C. magnus LvSb34, S. pararoseus LvSb35, Rhodotorula sp. LvGr1 y C. 
hawaiiana LvGr2 y R. mucilaginosa LvGr20, se seleccionaron para realizar la evaluación en el 
período de 24 h de acuerdo a los resultados previos obtenidos a las 16 h. En este sentido, las 
cuatro primeras mencionadas se escogieron por presentar la mayor tendencia a inhibir la 
germinación de conidias de Botrytis cinerea mientras que LvGr20, se seleccionó a manera de 
control por presentar el contraste opuesto a esa tendencia (Figura 25). 
 
Los resultados a las 24 horas como se señalan en la Figura 27, mostraron un efecto marcado 
de las diferencias significativas en los porcentajes de germinación de conidias respecto al 
control negativo (p=0.05). En comparación a lo obtenido a las 16 horas el control negativo 
aumentó el 10.08 % de conidias sin germinar y el 23.3 % de conidias con el tubo germinativo 
más desarrollado. Sin embargo, el porcentaje de conidias sin germinar con el tratamiento de los 
sobrenadantes incrementó para las 24 horas entre un 2.91 (LvGr1) y un 23.74 % (LvGr2). Con 
esto se comprobó que las sustancias presentes en los sobrenadantes producidos por las 
levaduras biocontroladoras, inhibieron el desarrollo de las conidias de Botrytis cinerea en medio 
de cultivo líquido mostrando un mayor efecto observado luego de 24 horas de incubación 
inclusive para la levadura R. mucilaginosa LvGr20, que a las 16 horas de exposición no había 
mostrado diferencias estadísticamente significativas en relación al control sin exponer a los 
sobrenadantes (Figura 25). 
 
75 
 
 
 
Figura 27. Efecto de los extractos filtrados del cultivo de las levaduras sobre la germinación y el 
desarrollo de conidias de B. cinerea a las 24 horas de incubación. Barras de izquierda a derecha para 
cada tratamiento: Conidias sin germinar, Conidias con formación del tubo germinativo, Conidias con tubo 
germinativo igual a su tamaño y Conidias con tubo germinativo mínimo dos veces mayor a su tamaño. 
Los datos mostrados corresponden a la media de tres réplicas y diferentes letras en las barras de la 
misma categoría de desarrollo de la conidia, indican diferencias significativas con la comparación múltiple 
de Kruskal-Wallis (p = 0.05).  
 
 
Por otro lado, merece mencionar que en este estudio no se encontraron correlaciones (Test de 
Pearson) entre las variables: producción de proteasas y producción de quitinasas respecto a la 
variable de porcentaje de inhibición de conidias (Porcentajes de conidias en cada una de las 
clasificaciones establecidas para el desarrollo del experimento) (Anexo G). Aunque algunos 
aislamientos han sido reportados  por su capacidad de reducir el porcentaje de germinación de 
conidias de B. cinerea y otros patógenos mediante la producción de este tipo de enzimas líticas 
secretadas al medio (Zhang et al. 2010), aquí se infiere que la inhibición de la germinación de 
las conidias de B. cinerea podrían estar más relacionados a la secreción de otro tipo de 
metabolitos secundarios producidos por levaduras como el caso de enzimas líticas del tipo β-1-
3 glucanasas o toxinas killer. Rosa et al. (2010) por ejemplo, reportaron un porcentaje de 
germinación de conidias de C. sublineolum de sólo el 40 % al emplear una cepa de Torulaspora 
globosa, caracterizada como productora de toxinas killer e incapaz de producir enzimas líticas 
del tipo β-1-3 glucanasas y quitinasas bajo las condiciones de evaluación. 
    
En contraste a lo señalado anteriormente, Zhang et al. (2010) consiguieron reducciones del 
porcentaje de germinación de las conidias de B. cinerea entre el 61.7 y el 98.2 % empleando el 
sobrenadante de un inóculo (1x106 y 1x108 células.ml-1, respectivamente) de la cepa de 
Aureobasidium pullulans PL5 capaz de producir β-1-3 glucanasas, endo y exo quitinasas. Bar-
Shimon et al. (2004) encontraron por su parte, actividad inhibitoria in vitro del sobrenadante 
obtenido de un cultivo de Candida oleophila WT-182, capaz de producir exo-β-1-3 glucanasas, 
sobre las conidias de P. digitatum. En tal caso, los efectos sobre la germinación de conidias y 
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de elongación del tubo germinativo indicaron porcentajes de inhibición del 50 y 70 %, 
respectivamente. 
 
Todo lo anterior, demuestra el potencial de las levaduras aisladas de la filósfera de mora para el 
control de la enfermedad producida por B. cinerea debido a sus capacidades, en las 
condiciones evaluadas, de reducir el porcentaje de conidias germinadas y de conidias con tubo 
germinativo más desarrollado. Los mecanismos de acción de las levaduras, son el punto de 
partida para realizar otras mediciones cuantitativas más asertivas que permitan mejorar su 
actividad biocontroladora.     
    
4.3.5 Compatibilidad con fungicidas. La determinación de la compatibilidad de algunas 
levaduras frente a tres de los fungicidas más frecuentemente empleados para el control de 
Botrytis sp. en los cultivos de rosas, se hizo con el objeto de determinar si las levaduras 
seleccionadas podrían ser aplicadas conjuntamente con algunos de los botrycidas empleados 
en las empresas productoras de flores. 
 
En los ensayos con los diferentes fungicidas, se encontraron diferencias significativas entre el 
valor obtenido del diámetro de la zona inhibitoria (cm) de los tratamientos evaluados a 
diferentes concentraciones conocidas del químico y, los tiempos de medición a las 48 y 66 h (p 
=0.05).  
 
En general, los fungicidas Progro® (Carboxim 50% y Thiram 50%), Switch® (Ciprodinil 37.5% y 
Fludioxonil 25%) y Áltima® (Fluazinam), actualmente son de amplio uso en los cultivos de rosas 
comerciales (e.i  C.I Flores Prisma) para el manejo de B. cinerea, que en un esquema de 
rotación semanal de fungicidas y por separado, cada uno de éstos productos alcanzan a ser 
aplicados por lo menos una vez al mes. El empleo de estos químicos en el ensayo in vitro 
permitió evaluar el posible efecto fungistático sobre las levaduras evaluadas a las 48 h en la 
concentración comercial que es empleada por los productores (Áltima®, Switch® y Progro® de 
0.5ml, 0.6 g y 1 g de producto.L-1, respectivamente). El grado de inhibición de crecimiento como 
respuesta a la presencia del químico dependió tanto de la cepa de levadura como del tipo y 
concentración del fungicida, en este sentido, merece mencionar que los aislamientos 
biocontroladores tuvieron la tendencia a ser más compatibles con el fungicida Switch® (Figura 
28).  
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Figura 28. Compatibilidad de las levaduras con fungicidas empleados en el cultivo de rosas. a) Fungicida 
Switch
®
 (Concentraciones Alta, Baja y Comercial de 750, 450 y 600 mg de producto.L
-1
), b) Fungicida 
Áltima
®
 (Concentraciones Alta, Baja y Comercial de 625, 375 y 500 µl de producto.L
-1
) y c) Fungicida 
Progro
®
 (Concentracones Alta, Baja y Comercial de 1250, 750 y 1000 mg de producto.L
-1
). C_Neg: 
Control negativo o agua destilada estéril. Los datos representan la media de tres réplicas con una 
repetición en el tiempo. Valores sobre las diferentes horas y concentraciones seguidos de la misma letra 
no presentan diferencias estadísticas a través del tiempo de acuerdo al test de Friedman (p =0.05). 
 
El fungicida Switch® combina las dos sustancias activas llamadas ciprodinil y fludioxonil, con 
modos de acción diferentes y complementarios. El ciprodinil es un fungicida sistémico de amplio 
espectro de acción absorbido por la planta que altera la biosíntesis de metionina e interfiere 
sobre los procesos de transporte de la membrana plasmática (durante el proceso de 
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penetración y crecimiento del micelio del patógeno dentro de la planta) (Syngenta, 2011). El 
fludioxonil, es un fungicida de contacto con largo efecto residual que protege a la planta por 
fuera y actúa causando hipertrofia en las células del fitopatógeno con la estimulación de la 
síntesis excesiva de glicerol, al bloquear la acción de una proteína-quinasa, encargada de 
catalizar la fosforilación de la enzima reguladora de la síntesis de ese alcohol (Syngenta, 2011).  
 
Los fungicidas Áltima® y Progro® de otro lado, presentan también acción de amplio espectro. El 
Fluazinam, compuesto activo del Áltima®, es un fungicida preventivo, de contacto y con un 
modo de acción multisitio que actúa interrumpiendo la obtención de energía en varios sitios 
metabólicos dentro de la célula del patógeno (desacople de la fosforilación oxidativa de la 
mitocondria). Por su parte, el fungicida Progro® combina la acción de  los fungicidas Carboxim y 
Thiram. El primero, es un fungicida preventivo y curativo, de acción sistémica, que afecta la 
respiración del patógeno mediante la inhibición de la enzima succinato deshidrogenasa y el 
segundo, es un fungicida preventivo, con acción de contacto de amplio espectro que afecta la 
respiración mitocondrial inhibiendo la enzima succinato ubiquinona reductasa (Syngenta, 2004; 
Proficol, 2010). 
 
Como se observa en la Figura 28, ninguna de las levaduras fue resistente a todos los fungicidas 
siendo Progro® el fungicida que más afectó el crecimiento de todas las levaduras. Dentro de las 
levaduras más resistentes a los fungicidas merece destacar los aislamientos LvF43 y LbSb35 
(ambos del género Sporidiobolus), ya que no presentaron ninguna inhibición de crecimiento al 
ser expuestos con las diferentes concentraciones de los fungicidas Switch® y Áltima®. 
Asimismo, llama la atención el comportamiento de los aislamientos LvGr2 y LvGr26, los cuales 
a pesar de ser (junto con LvGr3), los únicos aislamientos susceptibles al fungicida Switch®, 
fueron los aislamientos que presentaron un menor nivel de efectación al ser enfrentados a 
Progro® e incluso presentaron o nula (LvGr2) o una escasa (LvGr26) inhibición de crecimiento al 
ser enfrentados a las concentraciones evaluadas de Áltima®. 
 
Los resultados indican primero, que la mayoría de las levaduras evaluadas (7 de 10) son 
resistentes al fungicida Switch® a pesar de que éste posee dos principios activos como bien se 
mencionó antes y en segundo lugar, que los mecanismos de tolerancia o resistencia 
desarrollados por las levaduras a estos fungicidas,  son diferentes entre aislamientos y de 
alguna forma contrapuestos ya que como se mencionó, aunque la mayoría de aislamientos son 
resistentes a Switch®, los aislamientos con tolerancia parcial a Progro® son susceptibles a 
Switch®. Sin embargo, con los resultados obtenidos en este estudio no hay información 
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suficiente para demostrar alguna interrelación de antagonismo entre los mecanismos de acción 
involucrados con esta tolerancia a ambos fungicidas, por lo que se requieren estudios  más 
detallados que se salen del objeto de este trabajo. 
 
En este estudio tres de cinco cepas de Cryptococcus (incluyendo LvGr3 luego de 66 h) y las 
tres cepas de Rhodotorula junto a las dos cepas de Sporidiobolus evaluadas, fueron 
compatibles con los ingredientes activos del fungicida Switch® (Cyprodinil+Fludioxonil). Esto 
concuerda además, con algunos de los resultados reportados por Čadež et al. (2010) quienes 
en condiciones in vitro y en presencia de los mismos ingredientes activos, no encontraron la 
presencia de halos inhibitorios para las cepas de levaduras empleadas Cryptococcus magnus, 
C. adeliensis, Rhodotorula phylloplana y Sporodiobolus pararoeus ni tampoco encontraron, una 
afectación significativa de la abundancia de las poblaciones de C. magnus, R. glutinis y S. 
pararoseus en bayas de uva cuando también se usó el Cyprodinil + Fludioxonil. Lo cual sugiere, 
que estos géneros de levaduras presentan mecanismos de resistencia o tolerancia a estos 
fungicidas (incluso con concentraciones altas de 750 mg de producto.L-1) y que estarían 
ampliamente distribuidos en el género Cryptococcus. 
 
De acuerdo a cómo haya sido la tolerancia del antagonista frente a las diferentes 
concentraciones de fungicidas químicos de uso comercial y durante diferentes espacios de 
aplicación, es posible hacer uso de estos antagonistas dentro de un programa de manejo 
integrado de plagas con fungicidas de origen químico (Chávez y Wang, 2004; Granados y 
Wang, 2008). En este contexto, las cepas LvF43, LvSb35 e incluso LvSb27 podrían emplearse 
en manejos integrados con Switch® y Áltima®. Asimismo LvGr1, LvGr10, LvGr20 y LvSb34 con 
Switch® y LvGr2 y LvGr26 con Áltima®.  
  
El efecto sinérgico que se puede producir entre el fungicida y el agente biocontrolador, tendría 
entonces como ventajas el manejo eficaz de un sistema agrícola, la disminución en el uso, 
concentración comercial y frecuencia de fungicidas, lo cual conduce a una menor acumulación 
de residuos en el medio ambiente y la disminución de la posibilidad del desarrollo de resistencia 
de los patógenos a los fungicidas (por estar menor tiempo expuestos a estos químicos) 
(Mónaco et al., 2001; Reyes et al., 2012). Aunque se debe, profundizar en el estudio de los 
diferentes microorganismos propuestos y asimismo buscar compatibilidad entre 
microorganismos que puedan ser complementarios en el manejo de plagas, porque ellos 
pueden diferir en sus forma de respuesta cuando se integran a las prácticas poscosecha 
(Hernández-Lauzardo et al., 2007). 
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5. Discusión General de Resultados 
 
Las levaduras aisladas de filósfera de mora (Rubus glaucus Benth) de este estudio, 
previamente fueron caracterizadas bioquímica y fisiológicamente por Medina et al. (2009) y 
Cotes et al. (2008) en función de sus capacidades para crecer a diferentes condiciones de 
temperatura, pH, estrés osmótico, tolerancia a radiación UV y capacidad antagonista contra B. 
cinerea. Esta última determinación, fue el criterio de selección de las 25 levaduras empleadas 
en este estudio (Anexo A) dados los resultados reportados por los autores en pruebas de 
antagonismo realizadas sobre pétalos de rosa variedad vendela de dos repeticiones en el 
tiempo.  
 
Partiendo de la selección de los aislamientos arriba mencionada, en este trabajo se realizó una 
caracterización genotípica y funcional más detallada de los 25 aislamientos de levaduras. En 
términos de la caracterización genotípica, la identificación taxonómica de las cepas a través de 
los dos marcadores moleculares empleados en este estudio permitió inferir que el conjunto de 
estos microorganismos, se encontró definido dentro de cinco géneros Sporidiobolus, 
Rhodotorula, Cryptococcus, Candida y Pseudozyma (Tabla 3). Esta caracterización concordó 
con otros estudios donde cepas pertenecientes a estos mismos géneros también han sido 
reportadas como controladoras en productos poscosecha de  fitopatógenos tales como B. 
cinerea (Huang et al., 2012; Sansone et al., 2005; Mari et al., 2012; García, 2008), Penicillium 
digitatum (Bar-Shimon et al., 2004), P. expansum (Gholamnejad et al., 2010; Mari et al., 2012; 
El-Tarabily and Sivasithamparam, 2006), Colletotrichum acutatum (Mari et al., 2012) y 
Aspergillus brasiliensis (Ando et al., 2012). 
 
Del mismo modo, la caracterización microscópica que permitió describir a la cepa del 
fitopatógeno como B. cinerea fue reconfirmada a través de la caracterización molecular con la 
secuenciación de la región ITS1-5.8S-ITS2 obtenida mediante PCR usando primers universales 
dirigidos contra esta región.  
 
Una vez realizada la determinación taxonómica de las levaduras se llevó a cabo la 
caracterización funcional en términos de su capacidad biocontroladora contra el agente 
fitopatógeno B. cinerea. La determinación de la actividad antagonista in vitro contra B. cinerea 
mostró que 17 de los aislamientos de levaduras inhibieron su crecimiento por la generación de 
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sustancias difusibles en el agar limitando su espacio de crecimiento hasta el borde de las 
colonias formadas por las levaduras, o incluso mediante la formación de halos inhibitorios como 
en el caso de la levadura LvSb29. La determinación de la capacidad de las levaduras para 
producir compuestos volátiles con la capacidad de reducir el área de crecimiento del 
fitopatógeno mostró que en la mayoría de casos se inhibió el crecimiento hasta por encima del 
90% (Figura 16 y Anexo E), demostrando el potencial biocontrolador de las levaduras mediante 
estos mecanismos de acción previamente reportados para levaduras (Rosa-Magri et al., 2011; 
Ando et al., 2012; Avis and Bélanger, 2002; Huang et al., 2012). 
 
Por otra parte se llevó a cabo una nueva valoración de la capacidad antagonista de estos 
aislamientos bajo condiciones in vivo empleando pétalos de rosa variedad vendela en condición 
de cámara húmeda, encontrándose porcentajes de reducción de incidencia de la enfermedad 
entre el 18.18 y el 100% (Figura 18). Estos resultados confirmaron las capacidades 
biocontroladoras de acuerdo a lo obtenido en rosas de la misma variedad por Medina et al. 
(2009) y Cotes et al. (2008). En esta prueba 18 de 25 aislamientos fueron los más destacados 
por ejercer una actividad biocontroladora sobre el fitopatógeno permitiendo reconfirmar su 
actividad promisoria para el control del moho gris a través del tiempo. 
 
Como parte de la caracterización fenotípica realizada a todas las levaduras, se encontró 
además que bajo las condiciones evaluadas, solamente doce del total de estos 
microorganismos, presentaron actividad productora de proteasas destacándose el grupo de las 
antagonistas que pertenecían a los taxones Pseudozyma y Sporidiobolus (Figura 23 y 31). 
Además, ninguna de las 25 levaduras presentó crecimiento a 42oC.  
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Figura 29. Resumen de resultados para las variables evaluadas en la caracterización fenotípica de las 25 levaduras. En (1) La categoría indica la inhibición del 
crecimiento de B. cinerea en agar PDA. (1) Categoria: 1: Formación de halo inhibitorio (mm), 2: Crecimiento de B. cinerea hasta borde con la levadura y 3: 
Crecimiento de B. cinerea sobre la levadura.  
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Es importante mencionar que el grupo de las levaduras dentro del género Pseudozyma, 
aisladas incluso de regiones diferentes, mostraron una respuesta positiva en todas las 
evaluaciones mostradas en la Figura 29, donde el tratamiento con LvF44 además mostró 0 % 
de incidencia de la enfermedad sobre pétalos de rosa. Sin embargo, en este estudio no fueron 
seleccionadas para evaluar su actividad biocontroladora contra B. cinerea en condición in vivo 
en flor completa, debido a que existen algunos reportes en la literatura donde se manifiesta la 
presencia de algunos riesgos para la salud humana (Hwang et al., 2010; Lin et al., 2008), 
aunque merece mencionar que su patogenicidad en humanos todavía no es una situación 
totalmente resuelta. Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores es importante destacar 
que las lavaduras de este género encontradas en el presente estudio muestran un gran 
potencial como biocontroladoras de B. cinerea por lo que se deberían realizar  estudios más 
detallados en términos de su toxicidad a humanos con el objeto de poder hacer uso de estas 
cepas con fines biotecnológicos viables. 
 
Por otra parte, la Figura 29 muestra además que las cepas LvGr2 y LvGr26 identificadas 
molecularmente como Candida hawaiiana tendieron a tener respuestas similares en las 
diferentes variables evaluadas. Además, es de destacar que todas las levaduras de los 
diferentes taxones, presentaron la capacidad de inhibir el crecimiento de B. cinerea a partir de 
compuestos volátiles, destacándose los aislamientos del género Sporodiobolus spp. y Candida 
spp. ya que todos presentaron una capacidad de inhibición media, mientras que los 
aislameintos de Rhodotorula spp. presentaron una capacidad baja de inhibición del crecimiento 
de B. cinerea. 
 
Contrario a la actividad mencionada, la actividad biocontroladora determinada por los 
compuestos difusibles en agar no mostraron resultados positivos para la mayoría de las 
levaduras. Sin embargo, es de destacar la actividad reportada para los aislamientos de los 
géneros Candida y Pseudozyma, ya que todos sus aislamientos mostraron inhibición con 
categoría tipo 2 o incluso categoría 1 para el caso de la cepa de Pseudozyma LvSb29. En los 
ensayos en pétalos de rosas también se encontró una respuesta positiva por parte de todas las 
levaduras, destacándose los aislamientos del género Sporidiobolus (LvF43, LvGr22, LvSb28 y 
LvSb35), ya que 4 de los 6 inhibieron el crecimiento de B. cinerea al punto de mostrar cero 
incidencia de la enfermedad en los pétalos en cámara húmeda. 
 
Del mismo modo, las levaduras de los géneros Cryptococcus LvF38, LvGr11 y LvSb30, , 
Sporidiobolus LvF43, LvGr22, LvSb28 y LvSb35, Rhodotorula LvGr14 y LvGr20 y, Pseudozyma 
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LvF44 que obtuvieron porcentajes de reducción de la incidencia de la enfermedad del 100 % en 
pétalos de rosa (Figura 29), mostraron una buena inhibición de crecimiento de B. cinerea in vitro 
en el ensayo de compuestos volátiles (Figura 29), presentando porcentajes de reducción del 
área de crecimiento del fitopatógeno por encima del 92 % (a excepción de LvGr20). Con estos 
resultados, es posible proponer las hipótesiss de que al menos parte de la actividad 
controladora asociada a los aislamientos de levaduras en los ensayos de pétalos de rosas se 
debe a una competencia por espacio y nutrientes o, a la presencia de compuestos volátiles 
producidos por las levaduras bajo esas condiciones. De ser cierta esta última hipótesis, su 
actividad probablemte se haya visto favorecida tanto por la condición hermética de las cámaras 
húmedas, como por la aplicación conjunta de las levaduras con el hongo fitopatogeno B. 
cinerea en los pétalos de rosas. Sin embargo, debido a la falta de correlación entre ambas 
variables, se infiere que estas levaduras pueden estar efectuando su actividad antagonista no 
solamente a través de compuestos volátiles sino también, debido a otros mecanismos de acción 
en pétalos de rosa todavía no caracterizados para estas levaduras. 
 
De a cuerdo a los resultados obtenidos hasta esta fase, los aislamientos seleccionados para la 
siguiente fase del desarrollo del proyecto, fueron Sporidiobolus pararoseus LvF43 y LvSb35, 
Rhodotorula mucilaginosa LvSb27, Rhodotorula sp. LvGr1 y LvGr20, Cryptococcus magnus 
LvSb34 y LvGr10, Cryptococcus sp. LvGr3 y Candida hawaiiana LvGr2 y LvGr26. 
 
En esta evaluación, los resultados obtenidos con las levaduras indicaron un potencial destacado 
de algunos de los aislamientos puesto que se alcanzaron con siete de ellos (LvGr20, LvSb34, 
LvGr2, LvGr1, LvGr10, LvGr26 y LvGr3), disminuciones de la incidencia de la enfermedad del 
moho gris en flor completa desde un 30.08 hasta un 47.2 %. Respecto a los tratamientos con 
LvF43, LvSb35 y LvSb27 si bien presentaron un menor control del patógeno (del 14.02  al  
24.39 % de reducción de la incidencia), también manifestaron una tendencia a la disminución de 
la enfermedad (Figura 20). 
 
Las observaciones de los anteriores resultados y los conseguidos con la evaluación en pétalos 
en cámara húmeda, indicaron una falta de correlación entre ambas valoraciones (Anexo G), 
tendencia que también fue reportada por Tatagiba et al. (1998), cuando emplearon levaduras 
antagonistas para el control de B. cinerea sobre pétalos de rosa cv. Kiss. Para este esudio, este 
comportamiento pudo haber estado afectado por la falta de una formulación adecuada, la 
técnica de aspersión de los inóculos de levadura sobre la superficie de las rosas, el tiempo de 
adaptación de los microorganismos al tejido del hospedero, el inóculo de B. cinerea desde el 
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cultivo y las condiciones de alta humedad y penumbra muy conducentes al desarrollo de la 
enfermedad (Tatagiba et al. 1998; Cháves y Wang, 2004; Zhang et al., 2011; Huang et al., 
2012; Gholamnejad et al., 2011).  
 
Si se tienen en cuenta todas las variables que pudieron influir de forma directa o indirecta sobre 
los resultados de biocontrol en la prueba de flor completa, cabe resaltar nuevamente, que la 
evidencia de la actividad ejercida por las levaduras en los tratamientos contra B. cinerea sobre 
los pétalos de rosa, indican que las levaduras seleccionadas tienen un gran potencial para ser 
desarrolladas como agentes controladores y que dicha actividad podría ser mejorada si se logra 
determinar el o los mecanismos de acción presentes en cada levadura antagonista para el 
control del fitopatógeno, lo cual como sugieren Sharma et al., (2009) y Chanchaoivivat et al. 
(2008), permitiría diseñar estrategias desde la producción, la formulación o incluso, las 
condiciones de inoculación de las antagonistas para favorecer su actividad biocontroladora en 
condiciones de aplicaciones comerciales.  
 
La Figura 30 despliega un resumen de los resultados de caracterización fenotípica obtenidos 
para las diez levaduras seleccionadas inicialmente como las promisorias para el control de B. 
cinerea. De acuerdo a las observaciones, no existió relación alguna entre los agrupamientos por 
género de microorganismo en respuesta a la caracterización realizada y como ya se demostró 
anteriormente, tampoco hubo un patrón de correlación entre los resultados obtenidos para las 
diferentes pruebas evaluadas y los conseguidos en los ensayos de antagonismo sobre pétalos 
de rosa, lo cual podría deberse a la heterogeneidad de las cepas y sus diferentes mecanismos 
de acción controladora. Sin embargo, es muy importante destacar la información recopilada en 
esta figura principalmente para las levaduras Cryptococcus sp. LvGr3, Cryptococcus magnus 
LvGr10 e inclusive Candida hawaiiana LvGr2 y LvGr26 y, LvGr20 en las pruebas de 
antagonismo in vivo. 
 
En el presente trabajo y en concordancia con el estudio de Rosa et al. (2010), se demostró que 
los compuestos acumulados en el sobrenadante como resultado del crecimiento de la levadura 
luego de 48 h de incubación, inhibieron el desarrollo normal de las conidias de B. cinerea. En 
este sentido se destacaron los dos aislamientos del género Sporidiobolus, ya que ambos 
inhibieron de forma importante la germinación de B. cinerea, aunque los otros géneros también 
presentaron tendencias similares. 
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Figura 30. Resumen de resultados para las variables evaluadas en la caracterización fenotípica de los 10 aislamientos seleccionados. En (1) la 
categoría indica la inhibición del crecimiento de B. cinerea en agar PDA. Categoria: 1: Formación de halo inhibitorio (mm), 2: Crecimiento de B. cinerea 
hasta borde con la levadura y 3: Crecimiento de B. cinerea sobre la levadura. En (7) y (8) la compatibilidad mostrada con los fungicidas Switch
®
 y 
Áltima
®
 es para los resultados de las 66 h en las diferentes concentraciones alta, baja y comercial evaluadas.  
(7) y (8) Compatibilidad con Switch y Áltima a 66 h
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En relación a los resultados en flor completa se destacó el aislameinto LvGr3 por presentar el 
valor más bajo de incidencia y severidad sin embargo, otros aislamientos como LvGr1, LvGr2, 
LvGr10, LvGr20 y LvGr26 también presentaron valores de reducción de la severidad de la 
enfermedad por encima del 30%. 
 
Los resultados obtenidos de la compatibilidad de las antagonistas hacia tres de los fungicidas 
utilizados en el cultivo de flores, fueron también importantes, para el entendimiento de los 
efectos que causan los fungicidas sobre las actividades benéficas de las levaduras. En  este 
sentido, es importante evaluar los riesgos asociados al uso de estos químicos empleados en el 
control de B. cinerea sobre los microorganismos no blanco, además de entender qué tipo de 
mezclas se podrían realizar al momento de hacer aplicaciones en un tratamiento poscosecha o 
incluso bajo condiciones de invernadero (Yang et al., 2011).    
 
Ninguna de las levaduras fue compatible con el fungicida Progro® sin embargo como se 
muestra en la Figura 30, todas las levaduras pertenecientes a los géneros Sporidiobolus y 
Candida presentaron capacidad de tolerar la sustancia activa de Áltima® mientras que ninguna 
cepa del género Cryptococcus (LvGr3, LvGr10 y LvSb34), fue compatible al mencionado 
fungicida. Caso contrario, las dos cepas del género Candida LvGr2 y LvGr26 no presentaron 
tolerancia a los ingredientes activos del químico Switch® pero sí las tres cepas del género 
Cryptococcus LvGr3, LvGr10 y LvSb34 las cuales no habían sido compatibles anteriormente 
con Áltima®.  
 
Esta caracterización frente a fungicidas permite además postular como agentes de control 
biológico promisorios a las levaduras tolerantes naturalmente a los químicos usados  en el 
control de B. cinerea en cultivo de flores (Mónaco et al., 2001). En este estudio, los aislamientos 
con resultados de caracterización y biocontrol más promisorios, presentaron diferente respuesta 
frente a los fungicidas evaluados. De acuerdo a lo anterior, las cepas Cryptococcus sp.  LvGr3, 
C. magnus LvGr10, Rhodotorula sp. LvGr1 y LvGr20, mostraron compatibilidad con el fungicida 
Switch®. La cepa Candida hawaiiana LvGr26 fue tolerante con el fungicida Áltima® y 
Sporidiobolus pararoseus LvSb35, fue compatible a ambos fungicidas mencionados.     
 
Según revisiones de literatura, la mayoría de los estudios de control de fitopatógenos y de B. 
cinerea mediante el uso de levaduras en poscosecha están relacionados a frutas (como uvas, 
mazanas, fresas) y verduras (como tomate) (Sharma et al., 2009; Cañamás et al., 2011; Lima et 
al., 2011; Rosa et al., 2010; Saligkarias et al., 2002; Helbig, 2002). Los resultados de este 
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estudio demuestran con todo lo anterior, que las levaduras bajo estudio son una alternativa más 
para el tratamiento del moho gris causado por B. cinerea en el cultivo de rosas. Dentro de estas 
levaduras se podría hacer uso principalmente de las cepas de Cryptococcus sp. LvGr3, C. 
magnus LvGr10, Candida hawaiiana LvGr26, Rhodotorula sp. LvGr20 y LvGr1 y S. pararoseus 
LvSb35 como principio activo para ser empleado en algún producto biológico para fines de 
biocontrol. Un desarrollo de este tipo permitiría apoyar a los floricultores del país que buscan la 
certificación de Florverde® (SCFv) con el objeto de generar un valor agregado en la 
diferenciación dentro de los mercados internacionales. 
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6. Conclusiones 
 
Las secuencias de la región ITS1-5.8S-ITS2 y de los dominios D1/D2 del rDNA permitieron 
realizar la identificación de las 25 levaduras filosféricas seleccionadas para el estudio, 
asociando a nivel de género, tres aislamientos de Cryptococcus (LvGr3, LvF38 y LvSb30), tres 
de Rhodotorula (LvGr1, LvGr20 y LvSb33) y uno de Pseudozyma (LvF44) y a nivel de especie, 
tres aislamientos de C. magnus (LvSb34, LvGr10 y LvGr11), dos de Rhodotorula mucilaginosa 
(LvSb25 y LvSb27), dos de R. sloffiae (LvGr14 y LvGr21), uno de R. ingeniosa (LvGr7), dos de 
Pseudozyma tsukubaensis (LvSb29 y LvSb36), seis de Sporidiobolus pararoseus (LvF43, 
LvSb28, LvSb35, LvGr15, LvGr17 y LvGr22) y dos de Candida hawaiiana (LvGr2 y LvGr26). 
 
La metodología empleada permitió seleccionar diez levaduras potenciales antagonistas de B. 
cinerea a las cuales se les empezaron a esclarecer sus mecanismos de acción controladora y 
compatibilidad con fungicidas comúnmente empleados en el cultivo de rosas.         
 
Los resultados de la evaluación biocontroladora de B. cinerea en flor completa de rosas 
variedad vendela, permitieron destacar con la tendencia más baja de porcentaje de Incidencia 
de la enfermedad los tratamientos con: Cryptococcus sp. LvGr3, C. magnus LvGr10, C. 
hawaiiana LvGr2 y LvGr26 y, Rhodotorula sp. LvGr1 
 
Las levaduras en su conjunto presentaron heterogeneidad de respuesta a las diferentes 
pruebas evaluadas que indican propiedades importantes de cada una a tener en cuenta, para 
estudios posteriores de desarrollo de un bioproducto.  
 
Los resultados de pruebas in vivo y de caracterización obtenidos indican principalmente que las 
levaduras bajo estudio Cryptococcus sp. LvGr3, C. magnus LvGr10, Candida hawaiiana 
LvGr26, Rhodotorula sp. LvGr1, Rhodotorula sp. LvGr20 y Sporidiobolus pararoseus LvSb35 
son potenciales antagonistas del fitopatógeno de rosas Botrytis cinerea. 
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Recomendaciones 
 
Continuar desarrollando evaluaciones con los aislamientos de levaduras que mostraron los 
mejores resultados en este estudio y que permitan profundizar en el conocimiento y caracterizar 
otros mecanismos de su acción tales como: la producción de β-1,3 glucanasas o producción de 
toxinas killer; realizar una evaluación cuantitativa de la producción de quitinasas e identificar los 
compuestos volátiles producidos por las cepas Cryptococcus magnus LvGr10 y Candida 
hawaiiana LvGr26 y LvGr2.  
 
Desarrollar una formulación y mejorar el método de aplicación de los inóculos de las levaduras 
sobre las rosas en ensayos in vivo, de tal forma que puedan garantizar su adhesión o 
permanencia sobre los pétalos de rosa y evaluar nuevamente su actividad controladora contra 
el moho gris para encaminar aún más este estudio hacia el el desarrollo de un bioplaguicida.   
 
Realizar ensayos in vivo empleando co-inóculos de los aislamientos de levaduras más 
promisorios para determinar si con la interacción de aislamientos permiten una mayor eficiencia 
en la reducción de la severidad e incidencia de la enfermedad. Asimismo, evaluar tratamientos 
fungicida + levadura o en períodos alternos cada uno por separado, según haya sido la 
respuesta del antagonista a cada químico, para direccionarse hacia un manejo integrado con 
productos químicos utilizados actualmente en el cultivo de rosas. 
 
Seguir explorando el potencial biopesticida de las tres cepas de levaduras identificadas en este 
estudio en el género Pseudozyma teniendo en consideración condiciones de manejo con altos 
estándares de seguridad, con el objeto de determinar su potencial biocontrolador y de ser así, 
evaluar el o los aislamientos promisorios en función de su toxicidad en humanos. 
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Anexo A. Aislamientos a partir de foliolos de Rubus glaucus Benth (mora de castilla) de 
selección y municipio de procedencia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fusagasugá (1.728 msnm y 19 ºC temperatura promedio), San Bernardo (1.600 msnm y 20 ºC 
temperatura promedio) y Granada (2.500 msnm y 11 ºC temperatura promedio). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aislamiento 
Procedencia del cultivo 
Municipio (Cundinamarca) 
  
LvF38 Fusagasugá 
LvF43 Fusagasugá 
LvF44 Fusagasugá 
LvSb25 San Bernardo 
LvSb27 San Bernardo 
LvSb28 San Bernardo 
LvSb29 San Bernardo 
LvSb30 San Bernardo 
LvSb33 San Bernardo 
LvSb34 San Bernardo 
LvSb35 San Bernardo 
LvSb36 San Bernardo 
LvGr1 Granada 
LvGr2 Granada 
LvGr3 Granada 
LvGr7 Granada 
LvGr10 Granada 
LvGr11 Granada 
LvGr14 Granada 
LvGr15 Granada 
LvGr17 Granada 
LvGr20 Granada 
LvGr21 Granada 
LvGr22 Granada 
LvGr26 Granada 
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Anexo B. Composición del Agar quitina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Preparación del medio de cultivo. Se mezclan los componentes y se completa al volumen a 
preparar con agua destilada. Durante 5 minutos se calienta la mezcla con la finalidad de 
disolver las sales y se autoclava a 15lb y 121 oC durante 15 minutos. 
 
 
La preparación de la quitina coloidal fue preparada siguiendo el protocolo de Skujins et al. 
(1965) descrito por Otero (2011). Se tomaron 10 g de quitina comercial (SIGMA) en polvo y se 
disolvieron en 100 ml de H3PO4 concentrado (85 %). La mezcla fue dejada en agitación 
constante a 4oC durante 48 h y seguidamente, la solución resultante fue filtrada empleando fibra 
de vidrio. Luego, con la adición etanol acuoso al 50 %, la mezcla se puso en agitación hasta 
obtener una solución homogénea. Se realizaron 15 lavados (7500 rpm durante 6 minutos a 10 
oC) con agua destilada y se realizó la dilución de la suspensión a la concentración necesaria 
para la preparación del agar quitina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Compuesto Cantidad 
  
K2HPO4  y  KH2PO4 30 (g/ L) 
MgSO4*7H2O 15 (g/ L) 
CaCl2 5 (g/ L) 
FeCl3*6H2O 1 (g/ L) 
NaCl 5 (g/ L) 
Quitina coloidal 1 % (p/v) 
Agar 15 (g/ L) 
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Anexo C. Análisis de correlación por descripción de antagonismo in vitro para las 25 levaduras. 
 
Descripción de antagonismo in vitro* 
 
Clases 1, 2 y 3 del recuadro indican las categorías 1, 2 y 3 respectivas enunciadas en la clasificación de 
la evaluación antagonista in vitro mencionadas en la metodología.  
 
* Test. Value mayor a 2 infiere diferencias significativas entre las variables (Números en valor absoluto).  
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Anexo D. Análisis de correlación para las 25 levaduras entre las variables capacidad de 
producción de compuestos volátiles y proteasas y, actividad biocontroladora en condiciones in 
vivo sobre pétalos de rosa.  
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Anexo E. Resumen de resultados de variables empleadas como criterio de selección de diez levaduras antagonistas. 
Aislamiento 
Levadura 
Identificación molecular 
Antagonismo in vitro Inhibición 
B. cinerea 
mediante 
volátiles 
producidos 
(%) 
Biocontrol en pétalos rosa var. vendela 
Repetición en tiempo Repetición en tiempo
a
 
1 2 1 2 3 
Categoría % Incidencia % Incidencia % Incidencia Índice Severidad 
LvGr3 Cryptococcus sp. 2 2 83.16 13.3 26.6 6.67 0.13 
LvF43 Sporidiobolus pararoseus 3 3 97.62 66.6 13 0 0 
LvGr26 Candida hawaiiana 2 2 91.07 40 20 6.67 0.07 
LvGr2 Candida hawaiiana 2 2 95.55 20 6.6 20 0.47 
LvF44 Pseudozyma sp.  2 2 98.32 26.6 40 0 0 
LvF38 Cryptococcus sp. 2 2 94.38 66.6 0.2 0 0 
LvSb25 Rhodotorula mucilaginosa 2 2 44.65 20 20 60 1.6 
LvSb27 Rhodotorula mucilaginosa 3 3 82.92 20 0 6.67 0.07 
LvSb36 Pseudozyma tsukubaensis  2 2 85.84 53.3 40 26.67 0.47 
LvSb28 Sporidiobolus pararoseus 2 2 96.12 66.6 13 0 0 
LvSb29 Pseudozyma tsukubaensis  1 1 81.3 26.6 33 13.33 0.13 
LvSb30 Cryptococcus sp. 3 3 91.88 46.6 20 0 0 
LvSb33 Rhodotorula sp. 2 2 84.94 73.3 33 46.67 1 
LvSb34 Cryptococcus magnus 3 3 95.19 33.3 26 20 0.4 
LvSb35 Sporidiobolus pararoseus 3 3 95.16 33.3 6 0 0 
LvGr15 Sporidiobolus pararoseus 2 2 98.59 0 20 60 1.2 
LvGr14 Rhodotorula slooffiae 2 2 97.41 93.3 6.6 0 0 
LvGr1 Rhodotorula sp. 2 2 80.61 0 13.3 13.33 0.13 
LvGr17 Sporidiobolus pararoseus 2 2 92.18 6.6 93.3 26.67 0.4 
LvGr20 Rhodotorula sp. 3 3 67.47 0 6.6 0 0 
LvGr21 Rhodotorula slooffiae  3 3 57.73 46.6 40 46.67 0.87 
LvGr22 Sporidiobolus pararoseus 2 2 95.82 60 26.6 0 0 
LvGr7 Rhodotorula ingeniosa  2 2 71.32 73.3 26.6 26.67 0.47 
LvGr10 Cryptococcus magnus  2 2 95.37 40 0 6.67 0.27 
LvGr11 Cryptococcus magnus 3 3 91.22 33.3 6.6 0 0 
a
Repeticiones en el tiempo 1 y 2 de acuerdo a resultados de Cotes et al. (2008) y Medina et al. (2009), la repetición 3 es resultado de este estudio.
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Anexo F. Recuento de la biomasa en términos de células.ml-1 de las levaduras empleadas para 
la evaluación del efecto de los sobrenadantes sobre la germinación de B. cinerea a las 16 y 24 
horas. 
 
 
 
Levadura 
Crecimiento en caldo Sabouraud pH 5.6 durante 48 h 
Promedio de los recuentos (células*ml
-1
) 
16 horas 24 horas 
   
   
Control negativo 0 0 
S. pararoseus LvSb35 3.58E+06 4.17E+05 
C. magnus LvSb34 3.91E+07 2.03E+07 
C. hawaiiana LvGr2 1.19E+08 9.50E+07 
Rhodotorula sp. LvGr1 4.63E+07 4.25E+06 
Rhodotorula sp. LvGr20 6.62E+07 3.33E+07 
C. magnus LvGr10 3.56E+07 NA 
R. mucilaginosa LvSb27 7.71E+07 NA 
S. pararoseus LvF43 2.84E+07 NA 
Cryptococcus sp. LvGr3 4.90E+07 NA 
C. hawaiiana LvGr26 8.85E+07 NA 
   
   
Los resultados mostrados en la tabla corresponden a la media de tres réplicas del crecimiento de las 
levaduras en 10 ml de caldo Sabouraud pH 5.6 durante 48 horas a 27
o
C y 150 rpm antes de filtrar los 
sobrenadantes para el desarrollo de la evaluación del porcentaje de germinación de conidias. NA: No 
aplica.  
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Anexo G. Correlaciones de Pearson entre todas las variables para las diez levaduras seleccionadas. 
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